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Bds Marcador genético Beaded-Serrate (3-91.9) 
C.E.E. Comunidad Económica Europea 
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CI50 Concentración Inhibitoria 50 
DDT 1,1,1-tricloro-2,3-bis (4-clorofenil) etano  
DHBA Ác. Protocatecuico  o 3,4 Dihidroxibenzoico 
DL50 Dosis letal 50% 
Dp(1;3) scJ4 Duplicación (1;3) scute 
DU-145 Células de cáncer de próstata 
ERNs Especies Reactivas de Nitrógeno.  
EROs Especies Reactivas de Oxígeno 
flr Marcador genético flare (3-38.8) 
frec. Frecuencia 
G1/S Progresión del ciclo celular fase G1 a S 
GSTs Glutatión-S-transferasas. 
In (L) Inversión cromosómica del brazo izquierdo 
In (R) Inversión cromosómica del brazo derecho 
jv Marcador genético javeli (3-19.2) 
Mé Marcador genético Moiré (3-19.2) 
mwh Marcador genético multiple wing hairs (3-0.3) 
NORR Nueva cepa Oregón resistente al DDT 
NTP Programa Nacional de Toxicología 
ORR Cepa Oregón resistente al DDT 
P450 Sistema enzimático de monooxigenasas dependientes del citocromo P-450 
P38 Proteína quinasa activada por mitógeno 
P53 Proteína supresora de tumores 
ply paisley 
PZ-HPV-7 Células epiteliales normales de próstata 
ri Marcador genético radius incompletus (3-47.0) 
sbd2 Marcador genético stubbloid (3-58.2) 
Ser Serrate 
S.M.A.R.T 
Somatic Mutation And Recombination Test (Ensayo de mutación y 
recombinación somáticas) 
t-BHP Tert-butilhidroperóxido 
TM1 =  In 
(3LR)TM1 Inversión múltiple cromosoma 3 
TM3 = In (3LR) 
TM3  Inversión múltiple cromosoma 3 
w Marcador genético white (1-1.5) 
y Marcador genético yellow (1-0.0) 
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 To give an answer to the growing interest of consumers about the beneficial effects on 
their health of herbal preparations that are usually taken without medical prescription, we have 
selected a group of medicinal plants of daily use and phenols contained in them to study 
certain indicators of its possible bioactivity. 
 Three types of plants have been selected: anti-inflammatory (Matricaria chamomilla and 
Uncaria tomentosa), digestives (Mentha piperita and Mentha pulegium) and sedatives (Tilia 
cordata and Valeriana officinalis); and the phenols contained in them: Bisabolol, Apigenin, 
Protocatecuic Acid, Menthol, Pulegone, Quercetin, Limonene and Valerenic Acid. The selected 
markers of bioactivity have been: (i) toxicity (being tested in the eukaryotic model Drosophila 
melanogaster), (ii) genotoxicity or genomic safety (tested in the in vivo model of somatic 
mutations and recombinations of D. melanogaster, S.M.A.R.T.), (iii) antigenotoxicity or 
protection against the genetic damage caused by oxidants agents (tested in the in vivo  
somatic mutations and recombinations of D. melanogaster model) and (iv) cytotoxicity or 
chemopreventive potential (tested in the tumor growth  inhibition in vitro model of HL60 
human leukemia cells). 
 All plants and tested molecules have proved to be toxic to D. melanogaster, although in 
different extent, in increasing order: V. officinalis, Valerenic Ac., Bisabolol, Limonene, 
Quercetin, DHBA, Menthol, T. cordata, Pulegone, M. chamomilla, Apigenin, U. tomentosa, M. 
pulegium, and M. piperita. In general, Tila and Valerian sedative plants as well as their 
components studied molecules were the less toxic; and the digestive mints, the more toxic. 
No plant or molecule has been genotoxic in the Somatic Mutation and Recombination 
Test of D. melanogaster, so they all are safe. Although some substances show high rates of 
clone induction, like U. tomentosa and M. chamomilla; being others even below the negative 
control, like the Bisabolol and Apigenin. 
 
All plants and molecules, with the exception the Pulegone, have shown protective 
activity of the genome against hydrogen peroxide-induced oxidative damage. The most 
powerful are the infusions of plants, exerting the individual molecules medium or low inhibition 
rates. This phenomenon suggests the existence of epigenetic interactions that can occur 
between highly oxidants endogenous elements (hydrogen peroxide) and highly antioxidants 
elements (phenols) acting together on the plant. 
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 All plants and molecules have been able of inhibiting the growth of the HL60 human 
promyelocytic cell line, although the Valerenic Ac. only reaches to inhibit 20%. Tila, Valerian, 
and cat's claw are less powerful plants, being Mints and Chamomile the more cytotoxic. The 
more effective Phenols against leukemia cells are Apigenin, Quercetin, DHBA and Bisabolol. 
In this work we have provided a new body of data on its safety in the use and protector 
and chemopreventive potential of simple and complex substances of botanical origin. Based on 
our results and concordances with other genotoxicity assays, antigenotoxicity and cytotoxicity, 
we suggest: to study new indicators of bioactivity to propose in the future the substances of 
better behavior as nutraceuticals (U. tomentosa, M. piperita, M. pulegium, T. cordata, Bisabolol 
and Menthol); to confirm our results that Quercetin and Limonene are chemopreventive and 
have no carcinogenic activity by performing further tests in human models; to confirm our 
results for Valerian and Valerenic Acid  through other test; and to eliminate the Pulegone as a 
possible healthy substance. 
Resumen                                                                                           
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 Para dar respuesta al creciente interés de los consumidores sobre los efectos 
beneficiosos en su salud de preparados herbales que se suelen tomar sin prescripción médica, 
hemos seleccionado un grupo de plantas medicinales de uso cotidiano y fenoles contenidos en 
ellas para estudiar ciertos indicadores de su posible bioactividad. 
 Las plantas seleccionadas ha sido de tres tipos: antiinflamatorias (Matricaria chamomilla 
y Uncaria tomentosa), digestivas (Mentha piperita y Mentha pulegium) y sedantes (Tilia 
cordata y Valeriana officinalis); y los fenoles contenidos en ellas: Bisabolol, Apigenina, Ácido 
Protocatecuico, Mentol, Pulegona, Quercitina, Limoneno y Ácido Valerénico. Los marcadores de 
bioactividad seleccionados han sido: (i) toxicidad (ensayada en el modelo eucariota Drosophila 
melanogaster), (ii) genotoxicidad o seguridad genómica (ensayada en el modelo in vivo de 
Mutaciones y Recombinaciones Somáticas de D. melanogaster, S.M.A.R.T.), (iii) 
antigenotoxicidad o protección frente al daño genético causado por agentes oxidantes 
(ensayada en el modelo in vivo de Mutaciones y Recombinaciones Somáticas de D. 
melanogaster) y (iv) citotoxicidad o potencial quimiopreventivo (ensayada en el modelo de 
inhibición del crecimiento tumoral in vitro de células HL60 de leucemia humana). 
 Todas las plantas y moléculas ensayadas han resultado tóxicas para D. melanogaster, 
aunque a distintas intensidades, que son en orden creciente: V. officinalis, Ác. Valerénico, 
Bisabolol, Limoneno, Quercitina, DHBA, Mentol, T. cordata, Pulegona, M. chamomilla, 
Apigenina, U. tomentosa, M. pulegium, y  M. piperita. Destacamos en general, las plantas 
sedantes Tila y Valeriana así como sus componentes estudiados, los menos tóxicos y las 
digestivas Mentas, las más tóxicas. 
 Ninguna planta ni molécula ha resultado genotóxica en el ensayo de Mutaciones y 
Recombinaciones Somáticas de D. melanogaster, por lo que todas son seguras. Aunque 
algunas sustancias muestran tasas de inducción de clones altas,  como U. tomentosa y M. 
chamomilla; las de otras están incluso por debajo del control negativo, como el Bisabolol y la 
Apigenina. 
 Todas las plantas y moléculas, excepto la Pulegona,  han mostrado actividad protectora 
del genoma frente al daño oxidativo provocado por el Peróxido de Hidrógeno. Las más 
potentes son las infusiones de las plantas, ejerciendo las moléculas individuales inhibiciones 
medias o bajas. Este fenómeno sugiere la existencia de interacciones epigenéticas que pueden 
darse entre elementos endógenos altamente oxidantes (Peróxido de Hidrógeno) y elementos 
altamente antioxidantes (fenoles) actuando conjuntamente en la planta. 
Resumen                                                                                      
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 Todas las plantas y moléculas han sido capaces de inhibir el crecimiento de la línea 
celular promielocítica humana HL-60, aunque el Ác. Valerénico sólo alcanza a inhibir el 20%. 
Tila, Valeriana y Uncaria tomentosa son las plantas menos potentes, siendo las más citotóxicas 
las Mentas y la Manzanilla. Los fenoles más eficaces frente a las células de leucemia son 
Apigenina, Quercitina, DHBA y Bisabolol. 
En este trabajo hemos aportado un nuevo cuerpo de datos sobre su seguridad en el 
uso y el potencial protector y quimiopreventivo de sustancias simples y complejas de origen 
botánico. Teniendo en cuenta nuestros resultados y las concordancias con otros ensayos de 
genotoxicidad, antigenotoxicidad y citotoxicidad sugerimos: estudiar nuevos indicadores de 
bioactividad para proponer en un futuro a las sustancias de mejor comportamiento como 
nutracéuticos (U. tomentosa, M. piperita, M. pulegium, T. cordata, Bisabolol y Mentol); 
confirmar nuestros resultados de que Quercitina y Limoneno son quimiopreventivos y no 
tienen actividad carcinogénica realizando nuevos ensayos en modelos humanos; confirmar 
nuestros resultados para Valeriana y Ác. Valerénico mediante otros ensayos; y eliminar la 
Pulegona como posible sustancia saludable. 
 
INTRODUCCIÓN 
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1. Introducción 
 El interés de los consumidores por tener un papel activo en el mantenimiento de la 
salud se ha visto incrementado en la última década. Esto ha originado una gran profusión de 
productos en el mercado que contienen ingredientes de la dieta que pretenden producir 
efectos positivos en su salud. Estos ingredientes están incluidos en los productos alimenticios y 
se venden bien como suplementos dietéticos y alimentos funcionales o como nutracéuticos. Al 
no existir una regulación distinta para los alimentos funcionales o nutracéuticos, éstos se 
regulan simplemente como alimentos. Un alimento funcional es aquel que abarca productos 
potencialmente saludables, incluyendo cualquier alimento modificado o ingrediente alimenticio 
que pueda proporcionar un beneficio para la salud junto con el que tradicionalmente contiene 
el nutriente (Thomas y Earl, 1994). Los alimentos funcionales también son conocidos como 
nutracéuticos y pueden ser definidos según De Felice (1996) como alimentos o parte de ellos 
que proporcionan beneficios médicos incluyendo la prevención y/o tratamiento de 
enfermedades. Tales productos pueden variar en un amplio rango y ser nutrientes aislados, 
suplementos de la dieta, alimentos procesados o productos herbales (plantas medicinales). 
Muchos de los compuestos bioactivos de las plantas (metabolitos primarios y secundarios) 
como ácidos grasos poliinsaturados, carotenoides, vitaminas, esteroles, terpenos, 
polisacáridos, glucósidos y compuestos fenólicos, muestran una potente actividad  
antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria y antitumoral y por lo tanto representan 
compuestos clave en la prevención de diversas enfermedades como son cáncer, inflamación 
crónica, enfermedad cardiovascular y procesos de envejecimiento (Ksouri et al, 2012).  
 Sin embargo, podemos hacer una distinción entre alimentos funcionales en general y 
nutracéuticos. Los nutracéuticos servirían para prevenir la enfermedad y tratarla, así como 
podrían o no estar en la dieta cotidiana, mientras que los alimentos funcionales sólo reducirían 
la enfermedad y estarían en la dieta ordinaria. En realidad, desde hace siglos se han usado 
plantas encontradas en la naturaleza para curar dolencias y enfermedades. De este cuerpo de 
datos ha surgido la Nutracéutica, una nueva ciencia que trata sobre el uso de los componentes 
de plantas naturales para la curación de enfermedades y paliar dolencias, que se aíslan, y su 
droga se usa en la industria farmacéutica. (Gupta et al., 2010; Ahmad, et al. 2011). 
 Actualmente existe un vasto vocabulario que contiene términos relativos a alimentos o 
elementos de la dieta que posean alguna característica saludable: los alimentos funcionales, 
alimentos medicinales (alimentos para usos dietéticos especiales que son especialmente 
procesados o formulados para usarse en dietas de pacientes bajo supervisión médica), 
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ENRIQUECIDOS 
suplementos de la dieta, alimentos para usos dietéticos especiales (no son consumidos 
normalmente como alimentos) y alimentos fortificados o enriquecidos (alimentos con 
nutrientes esenciales adicionados para corregir o prevenir deficiencias nutricionales en una 
población o grupo específico poblacional). Según Kwak y Jukes (2001) todos estos términos, a 
veces no muy claros, tampoco son mutuamente excluyentes, de modo que se solaparían según 
el gráfico que se indica a continuación (figura 1.1.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1. Gráfico de solapamiento de usos de alimentos. Tomado de Kwak y Jukes (2001). 
 Las plantas medicinales pueden estar incluidas en varios de estos grupos o en sus 
intersecciones, dependiendo del uso que se les dé tradicionalmente o de la revisión actual que 
de ellas se viene haciendo en los últimos años. 
 
1.1. Cáncer y Dieta 
 El cáncer es la segunda causa más común de muerte en el mundo industrializado, 
después de las enfermedades cardiovasculares. El campo de opciones disponibles de 
tratamientos efectivos para pacientes con cáncer ha mejorado constantemente en las décadas 
recientes (Winquist et al., 2009), junto con las mejoras tecnológicas para el diagnostico precoz 
y la prevención de determinados tipos de cáncer. Esto es particularmente cierto en el caso de 
leucemia aguda en niños y otros linfomas, cáncer testicular y sarcoma de osteocitos. Un 
SUPLEMENTOS DE LA DIETA 
ALIMENTOS  PARA USOS DIETÉTICOS ESPECIALES 
ALIMENTOS  FUNCIONALES 
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creciente número de enfermos que sufren otras formas de cáncer tales como cáncer de pecho, 
de colon, uterino y de próstata, están beneficiándose también de tratamientos exitosos. Para 
pacientes con cáncer sin curación por terapias actuales, el mayor objetivo es mejorar su 
calidad de vida. Muchas de las terapias paliativas y de prevención incluyen el uso de plantas y 
alimentos que pueden incrementar la inmunidad y tener propiedades anticarcinogénicas.  
 Es inevitable la exposición de los tejidos a ciertos agentes tóxicos endógenos; aunque 
en circunstancias normales, las células tienen mecanismos adecuados para reducir la carga 
genotóxica impuesta por estos agentes a unos niveles insignificantes. Una inflamación 
persistente eleva el riesgo de cáncer lo suficiente como para que se tome en consideración en 
estudios de control epidemiológico. Los avances actuales en el conocimiento de los supresores 
de tumores y de los mediadores inflamatorios ofrecen una buena oportunidad para orientar las 
investigaciones sobre inflamación mediante modelos moleculares y celulares. Sin embargo, no 
todos los resultados obtenidos en los trabajos realizados utilizando antioxidantes frente a los 
agentes endógenos que producen un alto riesgo (como el Peróxido de Hidrógeno y especies 
reactivas de oxígeno, en general) son concluyentes. Más bien, nos lleva a una hipótesis 
alternativa en la que la integridad genómica estaría modulada por la inactivación epigenética 
de supresores de tumores claves tales como el P53 (Heyn y Esteller, 2012). 
 Localizada la inflamación crónica, aparece un incremento del riesgo de cáncer en varios 
órganos, incluyendo pulmones, páncreas, esófago y piel. Un estudio que involucra 78.000 
pacientes con asma, muestra un significativo riesgo de cáncer tanto en hombres como 
mujeres, consistente en una inflamación crónica local (Huovinen et al., 1997). Existe una clara 
asociación entre inflamación persistente y determinados tipos de cáncer, Fitzpatrick (2001) 
describe cómo  una inflamación epitelial del ovario, una cistitis eosinofílica o una pancreatitis 
pueden aumentar el riesgo de padecer un cáncer de ovario, de vejiga o de páncreas 
respectivamente; o como una sarcoidosis aumenta el riesgo de cáncer de pulmón, hígado y 
piel. 
 Una inflamación persistente aumenta el riesgo de cáncer fundamentalmente dentro del 
órgano involucrado pero no en órganos distales. Esto es posible porque durante el mecanismo 
normal de defensa, los granulocitos secretan químicamente radicales reactivos y mediadores 
electrofílicos. La inflamación expone el epitelio proximal y células del estroma a sustancias 
potencialmente mutagénicas. Por tanto, la actividad neutrófila puede transformar líneas 
celulares en variantes con rasgos neoplásicos. Granulocitos y linfocitos generan por lo menos 
cuatro tipos diferentes de productos que son genotóxicos o mutagénicos: Peróxido de 
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Hidrógeno y radicales oxi, Oxido nítrico, Malondialaldehido y 4-Hidroxi-2-nonenal. Los dos 
últimos desempeñan un papel en la peroxidación lipídica. Los radicales oxi derivados del 
Peróxido de Hidrógeno actúan directamente, causando rupturas en el DNA que introducen 
mutaciones oncogénicas, o indirectamente modulando la transcripción génica, y la supresión 
genómica de reparación de daños. Las especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno se 
relacionan con un riesgo elevado de aparición de cánceres asociados a inflamación persistente 
(Fitzpatrick, 2001). 
 Entendemos por dieta el conjunto de alimentos, tanto sólidos como líquidos, que 
componen la alimentación nutricional de una persona o grupo de personas. Si bien, nuestra 
dieta esta complementada con un gran número de sustancias aditivas, bebidas y otros 
complementos nutricionales que tomamos de forma esporádica por tradición o costumbres 
culturales. 
 Es escaso el conocimiento que se tiene sobre la dieta originaria de la especie humana; 
no obstante, descubrimientos prehistóricos del Antiguo Pleistoceno sugieren que éramos hasta 
cierto punto carnívoros. Se presupone que también se recolectaban productos botánicos, 
incluidas frutas, tubérculos y cereales. Esto se ha confirmado por estudios de grupos étnicos 
que en tiempos actuales viven como cazadores y recolectores de alimento en equilibrio 
ecológico con la naturaleza. La mayor parte de las personas en la sociedad industrializada 
moderna son aún omnívoras en sus hábitos alimentarios. La parte vegetariana de la dieta se 
ha desarrollado durante un largo período de la evolución cultural y más o menos se ha perdido 
completamente la conexión con el medio en el que vivimos ahora. El mayor avance tuvo lugar 
con la producción de plantas alimentarias (Fernández-Armesto, 2001).  
 Uno de los primeros sucesos revolucionarios ha sido la invención de la cocina, la cual 
puede ser considerada como un episodio de diferenciación humana con el resto de la 
naturaleza. Existe una conexión cercana con otra revolución, el descubrimiento de la 
agricultura incluyendo la selección y producción de plantas comestibles las cuales sólo son 
apetitosas después de ser cocinadas, tales como las legumbres y los cereales.  
 Hasta el siglo XIX casi nada se sabía sobre la composición de las diferentes clases de 
alimentos y los requerimientos nutricionales del ser humano. El descubrimiento reciente de la 
composición de los nutrientes de los alimentos y los requerimientos nutricionales del hombre 
es el principal acontecimiento revolucionario moderno, el cual ha tenido un considerable 
impacto en nuestros hábitos alimentarios. Sabemos con seguridad que los carbohidratos, 
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aminoácidos, lípidos, vitaminas y elementos trazas son esenciales para el crecimiento y 
mantenimiento de la salud (Bast et al., 2002). 
 Muchos son los esfuerzos que se han centrado en desarrollar nuevas medicinas para la 
prevención de enfermedades, obteniéndose resultados exitosos. Ciertos tipos de cánceres se 
tratan hoy día con éxito, como algunas formas de cáncer infantil y cánceres para los cuales se 
ha esclarecido su historial genético y su etiología. Se han obtenido importantes progresos, 
gracias a las mejoras técnicas, que nos permiten una detección temprana de la enfermedad o 
la identificación de individuos genéticamente predispuestos a sufrir ciertas enfermedades. 
Existen evidencias de que muchos constituyentes de los productos botánicos comestibles 
pueden mantener la salud, ayudando a prevenir la enfermedad o incluso inhibiendo el ataque 
de ésta en una etapa temprana (Anter et al., 2011 a). Se sabe desde hace tiempo que la 
ingesta de antioxidantes puede contribuir a una reducción de la intensidad de enfermedades 
cardíacas, disfunciones circulatorias y cataratas (van Poppel y Goldbhohm, 1995), aunque una 
sobredosis provocaría efectos pro-oxidativos indeseables. Estudios experimentales y 
epidemiológicos clásicos demuestran que los vegetales pueden ayudar a prevenir ciertas 
formas de cáncer (Verhoeven et al., 1996), estando extensamente aceptado que muchos 
componentes botánicos pueden contribuir al mantenimiento de la salud humana. Estos 
componentes no están normalmente clasificados como nutrientes o micronutrientes, incluso 
forman parte de nuestros alimentos “habituales” (Bast et al., 2002). 
 Se estima, que alrededor de la tercera parte de todos los cánceres humanos podrían 
estar relacionados con la dieta (Meadows, 2012). Existe una vasta literatura sobre factores 
alimentarios que están relacionados con la mutagénesis y carcinogénesis (Ferguson, 1994):  
 sustancias de origen natural como ciertos flavonoides, cumarinas, ciertos 
glucosinolatos, taninos, quinonas, hidracinas, alcaloides de pirrolizidina o micotoxinas; 
 sustancias derivadas de la cocción de alimentos como las aminas heterocíclicas;  
 sustancias resultantes de la pirolisis de materia orgánica, combustión de carbones o 
petróleos como los hidrocarburos aromáticos; 
 nitrosaminas y nitrosamidas formadas endógenamente o productos de peroxidación 
lipídica. 
 Muchos carcinógenos de la dieta pueden originar directamente o bien metabolizarse a 
compuestos electrofílicos que reaccionan con el ADN (las aminas heterocíclicas, los 
compuestos N-nitroso, aflatoxinas o hidrocarburos aromáticos policíclicos). 
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 Actualmente hay muchos productos botánicos bajo investigación por su potencial 
protección de la salud y/o sus propiedades inhibidoras de enfermedades: productos botánicos 
comúnmente consumidos como vegetales, frutas y condimentos, así como productos botánicos 
de otras partes del mundo que suponemos o sabemos que son protectores de la salud o que 
poseen propiedades inhibidoras de enfermedades (Swerdlow, 2000). Durante los últimos 15 
años, se ha intentado sistematizar la evaluación de los efectos y eficacia de los productos 
botánicos y según si el propósito es medicinal (para lo cual debe haber un cierto criterio 
experto de seguridad y eficacia basado en informes expertos) o de si su propósito es 
solamente nutricional o promotor del mantenimiento de la salud (con lo cual no se requiere 
información adicional de seguridad). A continuación pasaremos a definir los siguientes 
conceptos, debido a la dificultad que encontramos en clasificar los distintos productos 
botánicos dentro de una u otra categoría (Bast et al., 2002): 
 Alimento: Un producto botánico que es considerado como un producto alimentario 
tradicional integrado en la dieta. Su propósito primario es proporcionar sustratos para el 
metabolismo anabólico/catabólico y procesos fisiológicos, y/o intensificar el gusto y sabor 
de los alimentos. 
 Productos Botánicos Saludables: Un producto botánico que no es consumido primariamente 
como una fuente de sustratos para el metabolismo, pero que tiene propiedades que 
pueden ayudar al mantenimiento y/o promover la salud. 
 Productos Botánicos Herbales: Un producto botánico que es usado para curar, tratar, y/o 
prevenir una enfermedad, o clínicamente para determinados desórdenes. Dentro de este 
grupo estarían integradas las plantas sometidas a estudio en el presente trabajo de Tesis, 
cuando alguno de sus componentes se aísla y es usado como droga, o cuando se usa el 
aceite esencial de la planta. El pertenecer a este grupo, depende claramente del modo en 
que se administre esta planta, ya que si se toma como bebida (en infusión) sería excluida 
de él, para formar parte del grupo de Productos Botánicos saludables. 
 Gulati y Ottaway (2006) presentan una clasificación algo más amplia atendiendo al uso 
del producto del que se trate; estableciendo un subgrupo de clasificación llamado Producto 
herbal medicinal tradicional,  para los cuales ya existe una normativa específica dentro de la 
Unión Europea (2004/27/EC), atendiendo al “uso tradicional” de los productos herbales. 
 Dentro del grupo de productos botánicos hay un amplio rango de variación con 
respecto a sus propiedades. Algunos productos son propiamente alimentos y otros se acercan 
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o son medicinas. Los productos botánicos son regulados de modo diferente dentro de los 
diferentes Estados miembros de la Unión Europea y globalmente. Son regulados como 
alimentos o como productos medicinales, y en casos más recientes muchos siguen unos 
procedimientos de registro simplificado. Estas diferencias se deben a variaciones de su uso 
tradicional, culturales y antecedentes históricos, en la comprobación científica y en la 
aplicación de la actual legislación. En la Legislación de la Unión Europea tienen suficiente 
cabida las diferentes ofertas. Los puntos fuertes o las debilidades de los diferentes 
procedimientos de regulación han sido revisados y evaluados como buenos por los métodos 
actuales para la valoración de la calidad, eficacia y seguridad (Bast et al., 2002). 
 Desde 2003 hasta 2007, los países miembros de la UE han modificado sus normativas 
en cuanto a crear listados de productos herbales atendiendo a diferentes clasificaciones, con el 
firme compromiso de regular el uso de los productos herbales, por cuestiones de calidad, 
eficacia y seguridad. Gulati y Ottaway (2006) realizaron un amplio estudio a este respecto. 
 Dentro de Europa existen grandes diferencias entre los Estados miembros tanto en la 
clasificación legal como en los requerimientos necesarios para obtener la autorización de 
mercado para los productos botánicos. Estas diferencias de puntos de vista son, no solamente, 
por diferencias en la tradición, históricas y antecedentes culturales sino también por 
diferencias en las aplicaciones prácticas.  
 No hay consenso, por tanto, en la clasificación de los productos botánicos, y 
básicamente nos hallamos ante dos grupos: 
1. Producto botánico saludable bajo legislación de alimento. Son suplementos 
alimenticios, nutrientes y otras sustancias con efectos nutricionales y fisiológicos 
(Directive 2002/46/EC). Pero las leyes actuales de alimentos de la Unión 
Europea no permiten el uso de productos relacionados con la prevención de 
enfermedades o la reducción de los riesgos de enfermedad por alimentos. Como 
consecuencia, la comunicación de estos beneficios a los consumidores está 
prohibida, incluso en casos donde el producto ha sido probado que es efectivo. 
(Gulati y Ottaway, 2006). 
 En 2007, la Comisión Europea se comprometió a  presentar al Parlamento 
Europeo y al Consejo, un informe sobre la conveniencia de establecer normas 
específicas, incluyendo en su caso listas positivas, en la categoría de nutrientes o 
de sustancias con un efecto nutricional o fisiológico.  
2. Productos medicinales herbales bajo la legislación farmacéutica. En 1996, la 
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Comisión Europea: 
 valoró las propuestas de productos medicinales herbales de los diferentes Estados 
miembros. 
 comparó las prácticas actuales en la valoración de calidad, seguridad y eficacia. 
 hizo recomendaciones sobre qué es lo mejor para salvaguardar la salud pública 
mientras se esté permitido el libre movimiento de los productos medicinales 
herbales en todas partes de la Unión Europea (Gulati y Ottaway, 2006). 
 
1.2. Transformación metabólica de los xenobióticos  
 En el interior de los organismos, los xenobióticos, pueden sufrir procesos de 
transformación metabólica por los sistemas enzimáticos, que en mamíferos están localizados 
en el hígado y a nivel celular en el retículo endoplásmico y en el citosol, convirtiendo los 
compuestos lipofílicos en otros más polares, y por tanto más fácilmente excretables (Croom, 
2012). Así, se disminuye la vida media de los contaminantes en el interior de los organismos, 
se reduce el tiempo de exposición y se evita su bioacumulación. 
 La biotransformación de xenobióticos es generalmente un proceso que implica una serie 
de reacciones secuenciales o etapas, divididas normalmente en dos clases: reacciones de fase 
I y de fase II. Las de fase I introducen en el xenobiótico grupos polares (generalmente un 
grupo hidroxilo) mediante oxidación, reducción, hidrólisis o hidratación. El metabolito 
resultante es más hidrofílico que el de partida y se prepara así para la reacción posterior. En la 
fase II, el grupo polar del metabolito es conjugado con moléculas endógenas, también muy 
polares (glutatión, aminoácidos, ácido glucurónico, grupos sulfato, metilo o acetilo) (Timbrell, 
2001). Como resultado del conjunto de reacciones, se originan compuestos aún más solubles y 
por tanto, más excretables. El grado en que tiene lugar la biotransformación está condicionado 
por factores tales como la edad, la dieta, el estrés, la especificidad de tejido u órgano, la dosis 
del compuesto o el grado de inducción o inhibición de las enzimas responsables (Gibbs et al., 
2007). 
 Muchas enzimas implicadas en la biotransformación de xenobióticos no sólo producen 
inactivación (o destoxificación) de un compuesto, sino que también pueden activar compuestos 
a metabolitos electrofílicos muy reactivos y por tanto más tóxicos, capaces de unirse al ADN u 
otras biomoléculas produciendo efectos citotóxicos, mutagénicos y/o carcinogénicos (Abril et 
al., 1995), este proceso es debido, fundamentalmente, a que muchas de estas enzimas forman 
parte de las rutas metabólicas de los organismos y por tanto no son específicas para los 
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sustratos endógenos y/o exógenos sobre los que actúan, ni para la función de destoxificación. 
Este efecto se conoce como activación metabólica (Aldridge, 1996). La inserción de un átomo 
de oxígeno o la conjugación catalizada por una enzima de fase II puede formar un 
intermediario reactivo que, tras sufrir reordenaciones, origine un compuesto inestable. Los 
intermediarios reactivos interaccionan con grupos nucleofílicos, como los grupos sulfhidrilo de 
las cisteínas y metioninas de las proteínas, o los grupos amino e hidroxilo del ADN, el ARN o 
las proteínas (Aldridge, 1996).  Entre las diferentes enzimas implicadas en la 
metabolización de xenobióticos, las que mayor atención han despertado han sido: (i) Las 
monooxigenasas dependientes del citocromo P-450. (ii) Flavin monooxigenasas, 
intervienen en las reacciones de fase I. (iii) Otro sistema de monooxigenasa es el citocromo 
b5 que al igual que los dos anteriores participa en las reacciones de fase I. (iv) Las epóxido 
hidrolasas constituyen otro grupo de enzimas de fase I. Catalizan la conversión de epóxidos 
en dihidrodioles, los cuales son menos reactivos que los epóxidos parentales. (v) Las 
glutatión-S-transferasas (GSTs) que  constituyen una familia de enzimas de fase II que 
conjugan el tripéptido glutatión en su forma reducida con una gran variedad de moléculas 
electrofílicas hidrofóbicas. Estas enzimas participan en la biotransformación de fármacos, 
carcinógenos y contaminantes y en la resistencia a plaguicidas (Ranganathan et al., 1993). (vi) 
Las sulfotransferasas conjugan xenobióticos activados en la fase I con grupos sulfato. En 
muy raras ocasiones, la conjugación con sulfato puede incrementar la toxicidad de los 
sustratos (Timbrell, 2001). (vii) Las N-acetiltransferasas conjugan xenobióticos que 
contienen grupos amino con grupos acetilo provenientes de la acetil-CoA (Timbrell, 2001). 
 La bioactivación de muchos xenobióticos, que pasan del estado de promutágenos a 
convertirse en compuestos mutagénicos, puede estar provocada por la biotransformación.  
 
1.3. Estrés oxidativo 
 Los organismos aerobios utilizan O2 como aceptor final de electrones para obtener 
energía a partir de la cadena respiratoria, además de con fines defensivos durante la 
fagocitosis (Winston y Di Giulio, 1991). Sin embargo, el O2 también presenta desventajas, 
pues, cuando no se reduce completamente a H2O mediante el aporte de dos electrones, se 
generan especies reactivas de oxígeno (EROs) muy tóxicas que dañan todo tipo de 
biomoléculas: ácidos nucleicos, proteínas, glúcidos y lípidos (Kruk, 1998). En condiciones 
normales, las EROs son eliminadas rápidamente. Pero en determinadas ocasiones, la velocidad 
de producción de EROs puede aumentar y sobrepasar estos mecanismos, dando lugar a una 
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situación conocida como estrés oxidativo (Winston y Di Giulio, 1991). Las EROs participan en 
diversos procesos biológicos, como envejecimiento, la mutagénesis, la carcinogénesis o la 
apoptosis (Sies, 1985; Kruk, 1998; Yan et al, 2012; Qiao et al., 2013). 
 Las EROs se producen como intermediarias a partir de la reducción unielectrónica del 
O2, a través de diversas reacciones, catalizadas enzimáticamente o no (Sies, 1986; Winston y 
Di Giulio, 1991; Alejandre-Durán et al., 1987). Las reacciones más numerosas son las que dan 
lugar a la formación del radical anión superóxido (

2O ) el cual se produce a partir de la 
autooxidación de pequeñas moléculas endógenas y de metales de transición, la actividad de 
enzimas oxidasas y deshidrogenasas y en la cadena de transporte electrónico del retículo 
endoplásmico y de la mitocondria (Winston y Di Giulio, 1991; Kruk, 1998).  
 El Peróxido de Hidrógeno (H2O2) se forma por desmutación espontánea o enzimática 
del anión superóxido, o por reducción dielectrónica directa del O2, catalizada por diversas 
enzimas (Fridovich, 1989; Kruk, 1998). Aunque sin duda la especie más reactiva es, con 
diferencia, el radical hidroxilo (OH

). 
 La reducción molecular del oxígeno puede seguir la reacción en cadena que se indica a 
continuación: 
  OHOHOO e122
e1
2
e1
2  
 Los daños oxidativos sobre las biomoléculas, pueden ser reversibles o irreversibles 
(Winston y Di Giulio, 1991; Kruk 1998). Las proteínas sufren roturas irreversibles de los anillos 
en las cadenas laterales de los residuos de His y Trp, o rotura del enlace peptídico a nivel de 
los residuos Pro. Otra alteración muy importante, aunque reversible, es la formación de 
puentes disulfuro entre cadenas laterales de Cys, que puede conducir a la inactivación 
temporal de enzimas (Kruk, 1998). 
 El ADN sufre varios tipos de daños, como consecuencia de la actuación de las EROs. 
Entre ellos, se pueden citar: rotura de cadenas, alteración química de bases, aberraciones 
cromosómicas e intercambios entre cromátidas hermanas. Todas ellas pueden conducir a la 
aparición de mutaciones. De modo que la oxidación representa la mayor contribución al daño 
genético basal (Burcham, 1999). Ciertas estimas dan un número total de bases oxidadas 
excretadas por humanos de aproximadamente 11.500 por célula y día (Helbock et al., 1998); 
de ellas probablemente los mayores culpables sean el anión superóxido y el Peróxido de 
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Hidrógeno. Mutantes deficientes en superóxido dismutasa y en catalasa, que son enzimas 
claves en el secuestro de antioxidantes, exhiben tasas de mutación espontáneas muy elevadas 
(Alonso-Moraga et al., 1987).  
 La abundancia de mutaciones en pares de bases G:C en la replicación de ADN oxidado 
sugiere que el daño es particularmente importante en dG o en dC. Un producto importante de 
la oxidación de la dG que es ampliamente estudiado es el 8-oxo-2’-de-oxiguanosina (8-oxo-
dG). Por lo que podemos incluirlo como la mayor lesión premutagénica que se da in vivo, 
introduciendo transversiones G:C a T:A, y se considera un marcador muy popular del daño 
oxidativo en el ADN (Radak et al., 2011). 
 El radical hidroxilo, bien procedente del metabolismo celular, bien producido en 
situaciones de estrés oxidativo, es un importante intermediario en los procesos oxidativos al 
ADN (Sies, 1986). 
 Las células cuentan con múltiples líneas de defensa frente a las EROs constituyendo el 
llamado sistema de defensa antioxidativo. Las defensas antioxidativas han sido detectadas en 
todos los organismos aerobios (Winston y Di Giulio, 1991). Puesto que muchos agentes 
ambientales actúan incrementando la producción de EROs por los seres vivos, estos 
mecanismos tienen una gran importancia en la defensa contra la contaminación ambiental. 
 En el sistema de defensa antioxidativo se pueden distinguir tres tipos de elementos 
(Kruk, 1998): 
i. defensa enzimática antioxidativa: lo componen diversas enzimas que 
destoxifican directamente las EROs. 
ii. defensas no enzimáticas: algunas moléculas, como las vitaminas C y E, y los 
polifenoles son capaces de destoxificar EROs interrumpiendo la cadena de 
reacciones que las generan. 
iii. sistemas enzimáticos auxiliares: algunas enzimas, como la glucosa-6-P 
deshidrogenasa o la glutatión reductasa, participan en el mantenimiento de un 
estado redox intracelular reducido, al generar el poder reductor, en forma de 
NADPH y GSH, que se consume durante la producción y destoxificación de las 
EROs. 
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1.4. Ensayos de genotoxicidad 
 Las mutaciones en el ADN constituyen una etapa fundamental en la aparición y 
desarrollo de tumores. El hecho de que muchos de los agentes con actividad carcinogénica 
presenten también actividad mutagénica (McCann et al., 1975), y que oncogenes se activen 
como consecuencia directa de la actividad mutagénica de compuestos químicos (Barbacid, 
1986), así lo demuestra. La necesidad de evaluar la actividad mutagénica de un gran número 
de sustancias potencialmente carcinogénicas ha conducido al desarrollo de ensayos de corta 
duración. 
 La elección de un sistema metabólico adecuado es de gran trascendencia para la 
eficacia de los ensayos de corta duración en la detección de agentes genotóxicos, y 
particularmente importante para evitar falsos-negativos. Sin embargo, debido a la gran 
complejidad y variabilidad en el proceso de metabolización de xenobióticos, ningún sistema 
metabólico individual puede mimetizar todas las situaciones in vivo, ni siquiera para una única 
especie. Por lo tanto, cuando se ensaya un compuesto en múltiples test de corta duración, es 
preferible incluir diferentes sistemas de activación metabólica. La interpretación de los 
resultados de un test y su extrapolación a un organismo intacto debe hacerse con precaución y 
en el contexto de resultados de otros test toxicológicos y de otra información disponible. 
 La aparición de test de corta duración destinados a estudiar los posibles efectos 
carcinogénicos de sustancias químicas en base a sus propiedades mutagénicas, se vio 
incrementada a raíz de los estudios de Ames y colaboradores (1973) en cepas auxotróficas 
para histidina en Salmonella typhimurium con el que detectaban mutaciones revertientes y con 
el que pusieron de manifiesto la relación entre las propiedades mutagénicas y carcinogénicas 
de sustancias químicas. 
 Estos test detectan diferentes alteraciones genéticas en células u organismos completos 
con diferente nivel de organización. Así, se han llegado a describir más de 200 ensayos, en 
una gran variedad de organismos, in vitro desde bacteriófagos a células humanas pasando por 
las bacterias y diversos tipos de estirpes celulares animales, e in vivo, sobre plantas, insectos o 
mamíferos, capaces de detectar diferentes tipos de alteraciones genéticas. Muchos de tales 
ensayos detectan alteraciones genéticas concretas, como mutaciones puntuales, aberraciones 
cromosómicas estructurales o pérdida de cromosomas. Sin embargo, los efectos genéticos 
detectados por otros tipos de ensayos se relacionan con daños reparables en el ADN o 
interacciones con el material genético inespecíficas o no del todo definidas. 
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 La eficacia de un ensayo de corta duración se valora en función de la concordancia 
entre los resultados de mutagenicidad y los datos de carcinogenicidad existentes y se puede 
expresar en términos de sensibilidad (proporción de carcinógenos correctamente identificados 
en el ensayo de genotoxicidad) y especificidad (proporción de no carcinógenos correctamente 
identificados). Sin embargo, estos valores no son siempre constantes para cada tipo de ensayo 
de genotoxicidad. 
La discrepancia de resultados entre distintos ensayos está relacionada con la fiabilidad 
de los datos de carcinogénesis y, fundamentalmente, con la clase química de los compuestos 
analizados. En primer lugar, hay que tener en cuenta que la validez del ensayo de corta 
duración se calcula comparando el resultado de genotoxicidad con el dato de carcinogenicidad 
existente, asumiendo así que éste es correcto. En segundo lugar, los valores de correlación 
encontrados están influidos por la clase química de los compuestos analizados incluidos en la 
base de datos utilizada. 
 Por otro lado, se ha comprobado que no hay una correlación cuantitativa entre potencia 
mutagénica y carcinogénica, lo que podría ser debido a que los mecanismos moleculares de la 
mutagenicidad no son idénticos a los que inician el cáncer. La activación de oncogenes es 
diferente en función de la localización de sus productos génicos. Esto parece indicar que los 
mecanismos de carcinogénesis dependen del tumor concreto considerado y del carcinógeno 
implicado. 
 Los carcinógenos que actúan en la fase de iniciación del tumor mediante la inducción 
de mutaciones puntuales, serían por tanto, más fácilmente detectables en ensayos de 
genotoxicidad que aquellos agentes que actúen en la etapa de promoción, en la que 
habitualmente intervienen procesos epigenéticos (hormonales, por ejemplo). Sin embargo, 
también es posible que ciertos carcinógenos tengan capacidad de producir alteraciones 
genéticas, diferentes de las mutaciones génicas o cromosómicas, que escapan a la capacidad 
de detección del ensayo por no estar diseñado para detectar tales efectos. Entre las 
alteraciones genéticas no representadas habitualmente en los ensayos de genotoxicidad, cuya 
implicación en el desarrollo del cáncer parece cada vez más clara están la amplificación génica, 
la hipometilación del ADN y la recombinación. De ellos, el fenómeno de la recombinación, por 
su clara relación en el desarrollo de determinados tipos de cáncer, interviniendo en el paso de 
heterocigosidad a homocigosidad de genes supresores de tumores, es el que más ha centrado 
la atención de los investigadores, diseñándose en los últimos años ensayos que detectan 
efectos recombinacionales, tanto en procariotas como en levadura, en Drosophila y en 
mamíferos (Hoffmann, 1992; Hastings, 1992; Vogel, 1992; Fahrig, 1992; Romero-Jiménez et 
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al., 2005). Además de los eventos epigenéticos "clásicos", como la metilación del ADN y la 
acetilación de histonas, los mecanismos principales incluyen cambios en las concentraciones de 
las moléculas de señal (hormonas, factores de crecimiento, ácidos grasos, etc.), modulación de 
receptores celulares y drogas, enzimas del metabolismo de ácidos grasos y de hormona, estrés 
oxidativo e interferencia con las rutas de transducción de señales intracelulares (Hofmanová et 
al., 2000).  
 A pesar de que la correlación mutagénesis-carcinogénesis ha descendido sobre la 
inicialmente descrita, no cabe duda que cambios a nivel de ADN son críticos en la 
carcinogenicidad, y esto proporciona un fundamento básico y lógico para el uso de ensayos de 
corta duración (Ramel, 1988). Además, la capacidad de un compuesto de producir alteraciones 
en el material hereditario se considera una información toxicológica esencial, 
independientemente de la relación con la carcinogénesis, y como tal se recoge en las directivas 
comunitarias que establecen la información requerida para la autorización de comercialización 
de sustancias químicas nuevas (C.E.E., 1984, 1988, 1991a, 2001). En los últimos años, la 
Unión Europea recoge en su Diario Oficial el reglamento comunitario sobre la información 
alimentaria que se facilita al consumidor, completando y modificando los anteriores, de modo 
que el control actual sobre los alimentos naturales es más riguroso (http://eur-
lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2011:304:0018:0063:ES:PDF). 
 Para la evaluación de cada uno de los efectos genéticos considerados, es posible utilizar 
cualquiera de los ensayos descritos. Sin embargo, conociendo el variado conjunto de 
alteraciones genéticas asociadas con la carcinogénesis, algunos autores piensan que todavía es 
posible diseñar ensayos de corta duración capaces de detectar efectos hasta ahora no 
considerados (Ramel, 1986, 1988, 1990, 1991). Efectos como la multiplicación génica, la 
transposición, la metilación del ADN, la recombinación o efectos indirectos, la producción de 
radicales libres, la proliferación de peroxisomas o el desequilibrio en el "pool" de nucleótidos, 
que se sabe están implicados en el proceso de carcinogénesis, están poco o nada 
representados entre los ensayos de genotoxicidad más frecuentemente utilizados. Su inclusión 
en las baterías de ensayos utilizadas podría hacer disminuir el número de los denominados 
hasta ahora carcinógenos no genotóxicos. 
 Una de las principales fuentes de variación de resultados entre especies parece estar 
relacionada con las diferencias metabólicas interespecíficas. Muchos de los mutágenos 
ambientales más representativos, como los hidrocarburos aromáticos policíclicos, o las N-
nitrosaminas, no son activos directamente, sino sólo tras sufrir una serie de transformaciones 
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metabólicas que los convierten en compuestos altamente reactivos con el ADN. Las variaciones 
interindividuales en la metabolización de procarcinógenos son consideradas determinantes en 
la diferente susceptibilidad al cáncer (Harris, 1991) y una importante fuente de variación en los 
resultados de los distintos ensayos de genotoxicidad (Pavanello y Clonfero, 2000; Villatoro-
Pulido et al., 2009).  
 
1.4.1. Antimutágenos y anticarcinógenos 
Si se evitaran el tabaco, la agresión de los rayos ultravioleta y los carcinógenos de la 
dieta, sólo restaría luchar contra los cánceres de predisposición genética. Aunque teóricamente 
sería posible evitar la exposición a todos los carcinógenos de la dieta, se tiene cada vez mayor 
certeza de que éstos son tantos y tan variados, que sería casi imposible eliminarlos del 
consumo habitual humano. Una alternativa es realizar un consumo deliberado de 
anticarcinógenos que pueden inactivar o revertir los efectos de algunos tipos de carcinógenos. 
Algunos anticarcinógenos se dan naturalmente en fuentes tales como fruta o verduras (Block, 
1992; Moriya et al., 2011). Además, existen programas de detección que están continuamente 
identificando nuevos productos que podrían añadirse a la dieta humana para prevención del 
cáncer. 
Los procesos mutagénicos y carcinogénicos implican la existencia de mecanismos a 
distintos niveles físicos del organismo y en distintas etapas del proceso mutagénico o 
carcinogénico. Desde el nivel extracelular al intracelular, desde la inhibición de formación 
endógena a la desactivación, desde la inhibición de la activación de promutágenos al bloqueo 
de moléculas reactivas, o bien modulando la reparación del ADN, o la promoción y progresión 
de tumores. Aunque la relación y descripción de los mecanismos de inhibición de mutagénesis 
y carcinogénesis es imperfecta, además no se suelen dar aislados o pueden tener efectos 
colaterales y sinérgicos. Sin embargo, podríamos incluirlos a todos en dos grupos: los 
verdaderos antimutágenos o bioantimutágenos, que serían los factores que disminuirían el 
potencial mutagénico actuando en el proceso de mutagénesis o de reparación del ADN; y 
desmutágenos, que serían los factores que actuarían sobre mutágenos o sus precursores y 
los inactivarían por medio de: (i) inactivación química o enzimática, (ii) prevención o formación 
de especies activas y (iii) antioxidantes y secuestradores de radicales libres. 
Antimutágenos y anticarcinógenos son comunes entre muchos remedios herbales 
tradicionales y terapias dietéticas. Con un mayor entendimiento de la base del mecanismo del 
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desarrollo y la prevención del cáncer, ahora conocemos mejor las formas en que algunos de 
estos remedios tradicionales pueden actuar a nivel celular o subcelular (Surh and Ferguson, 
2003; Frassinetti et al., 2012). 
 
1.5. Ensayo de mutación y recombinación somáticas (S.M.A.R.T.) 
en alas de D. melanogaster 
Los ensayos de mutación somática desarrollados en D. melanogaster se basan en que 
las alteraciones genéticas producidas en las células de los discos imaginales de la larva, 
pueden evidenciarse fenotípicamente en el tejido adulto después de la expansión clonal y de la 
metamorfosis. 
La mosca de la fruta D. melanogaster ha sido utilizada en estudios genéticos desde 
principios del siglo XX, cuando comenzaron los trabajos de Morgan. El pequeño tamaño, corto 
ciclo vital y escasos requerimientos nutricionales de este insecto facilitan su mantenimiento en 
el laboratorio y hacen posible la obtención, durante varias generaciones, de un gran número 
de individuos, necesarios para el análisis genético. Además, el pequeño genoma de D. 
melanogaster (1/20 del tamaño de un típico genoma de mamífero) facilita el análisis 
molecular. Estas ventajas han determinado que en la actualidad se conozca su genoma 
completo (FlayBase, http://flybase.org/) y se hayan descrito y analizado más de 29800 genes, 
existiendo además, numerosas mutaciones que pueden ser utilizadas como marcadores. Por lo 
tanto, se puede decir que D. melanogaster es el organismo eucariota multicelular 
holometábolo mejor conocido genéticamente. 
Estas células indiferenciadas son a su vez de dos tipos: los histoblastos, que no se 
dividen durante el periodo larvario y formarán la cutícula abdominal del adulto, y los discos 
imaginales, que se dividen rápidamente en momentos específicos en la larva, siendo la 
diferenciación de las células imaginales durante la metamorfosis la que dé lugar a las 
estructuras de la mosca adulta. En Drosophila hay 10 pares principales de discos imaginales, 
que reconstruyen todo el integumento del adulto (excepto el abdomen), y un disco genital, 
que forma las estructuras reproductoras (figura 1.2.). A medida que proliferan, las células de 
los discos imaginales forman un epitelio tubular que se repliega en una espiral compacta. La 
proliferación celular en cada uno de los discos imaginales no es idéntica. Las divisiones 
mitóticas en el disco del ala comienzan a partir de las 24 horas de la formación del huevo y 
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continuará hasta la formación de la pupa; mientras que en el disco del ojo la proliferación 
celular cesa antes, por lo que el número de células al final del desarrollo larvario es menor en 
el disco ocular que en el del ala (figura 1.3.). 
 El ensayo de mutación y recombinación somáticas en ala, utiliza dos marcadores que 
afectan al fenotipo de las células del ala: mwh y flr.  El ensayo fue descrito por Graf y 
colaboradores (1983, 1984 y 1989) y ha demostrado su capacidad de detectar mutaciones 
puntuales, deleciones, ciertos tipos de aberraciones cromosómicas y recombinación mitótica. 
  
24 48 72 96 120 144
10
100
1000
10000
60000
Ala
Hemiterguito
Ojo
Edad (horas)
N
ú
m
e
ro
 d
e
 c
é
lu
la
s
 
Figura 1.2. Discos imaginales de la larva de 
Drosophila (esquemáticos) y las estructuras 
adultas a las que da lugar. Tomado de Alberts 
et al. (1986). 
 Figura 1.3. Número de células durante el 
crecimiento de los discos imaginales. 
Tomado de Würgler y Vogel (1986). 
 
La principal ventaja del ensayo en alas, frente a los que utilizan mosaico de ojos, reside 
en el hecho de que el número de células en los discos imaginales del ala es mucho mayor que 
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en los discos oculares. Los discos imaginales del ala y del ojo comienzan a dividirse al mismo 
tiempo, pero los oculares cesan la división a las 80 horas, mientras que los alares continuarán 
hasta las 120-140 horas. Así, el número de células al final del desarrollo larvario es de unas 
3000 en cada disco imaginal antena-ojo y de unas 52000 en cada disco mesotoráxico, de las 
cuales unas 26000 células corresponden al ala (Ashburner, 1989). Por lo tanto, al final del 
periodo larvario los discos imaginales del ala tienen un mayor número de células que pueden 
ser expuestas. Además, las moscas tratadas pueden almacenarse en etanol al 70% para un 
análisis posterior y pueden hacerse preparaciones permanentes de alas, susceptibles de 
posteriores análisis (Graf et al., 1984). 
El ensayo de mutación y recombinación somáticas en alas de D. melanogaster ha 
mostrado ser capaz de detectar actividad genotóxica en compuestos de variada estructura 
química, tanto mutágenos directos como promutágenos, y con diferentes modos de acción 
genotóxica, como agentes alquilantes, intercalantes o formadores de aductos, tanto sólidos 
como líquidos o gaseosos (Graf et al., 1984). Así como de mezclas complejas (Fernández-
Bedmar et al., 2011). 
 Las larvas utilizadas en los primeros experimentos eran fruto del cruzamiento de las 
siguientes estirpes:   ♀  y ; mwh jv    X   ♂   y ; Dp(1;3) scJ4, flr/TM1, Mé ri sbd2. 
 A lo largo de la década de los 80, se fueron introduciendo mejoras metodológicas en 
el ensayo, destinadas a facilitar su desarrollo y la detección de los efectos genotóxicos de los 
compuestos analizados. Así, el alelo flr, utilizado como marcador, se sustituyó por el flr3, por 
presentar éste una mejor expresión en clones pequeños; se eliminaron algunas mutaciones 
prescindibles que interferían en la expresión de las mutaciones utilizadas como marcadores 
(por ejemplo, la duplicación Dp(1;3) scJ4 influye en la expresión de mwh). Se desarrollaron así 
nuevas cepas a utilizar rutinariamente: mwh y flr3/TM3, BdS (Graf, 1986; Graf et al., 1989).(1)  
 
                                                          
(1) La mutación BdS (Beaded-Serrate) se incluye en la actualidad como un alelo del locus Beaded, 
aunque originalmente se denominó Ser (Serrate) (Lindsley y Zimm, 1992). A pesar de que muchos 
autores utilizan hoy en día la nomenclatura original, en este trabajo utilizaremos la nueva 
denominación BdS para referirnos a alelo originalmente descrito como Ser. 
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Desde entonces, el cruzamiento generalmente utilizado, denominado cruzamiento 
estándar, es ♀ mwh  X  ♂  flr3/TM3, BdS , o bien, el recíproco  ♀ flr3/TM3, BdS  X ♂ mwh, ya 
que ambos tipos de larvas responden de igual forma a la actividad de genotoxinas, ofreciendo 
este último cruzamiento la ventaja de que al presentar las hembras de la cepa flr3/TM3, BdS 
mayor fertilidad que las de la mwh, resulta más fácil obtener un elevado número de larvas 
para los tratamientos (Graf y van Schaik, 1992). 
 Una de las principales ventajas de los ensayos S.M.A.R.T. es que es posible detectar 
actividad genotóxica de promutágenos. La capacidad de las larvas de D. melanogaster de 
transformar una gran variedad de promutágenos en metabolitos activos se ve reflejada en los 
resultados positivos obtenidos para promutágenos como nitrosaminas, triacenos, aflatoxinas o 
alcaloides de pirrolicidina (Graf et al., 1984, 1989). Aparte de esta evidencia indirecta, los 
estudios bioquímicos dan cuenta de la presencia en Drosophila de enzimas implicados en el 
metabolismo de xenobióticos (Baars, 1980). Sin embargo, hay dos clases de procarcinógenos 
que son difíciles de detectar en Drosophila: los hidrocarburos aromáticos policíclicos y las 
aminas aromáticas. Así pues, una de las principales vías de investigación en relación a los 
ensayos somáticos de Drosophila ha sido la destinada a mejorar la capacidad de detección de 
promutágenos. En el caso del ensayo de alas, la estrategia utilizada fue la incorporación de 
cepas con una alta capacidad metabólica genéticamente determinada. Así, Frölich y Würgler, 
en 1989, sustituyeron los cromosomas 1 y 2 de las cepas utilizadas en el ensayo de alas (mwh 
y flr3/TM3, BdS), por los de una cepa Oregón seleccionada por su resistencia a DDT (ORR) y 
caracterizada por una alta expresión constitutiva de enzimas metabolizadoras de xenobióticos. 
El nuevo cruzamiento, utilizando estas cepas, se denominó cruzamiento de alta bioactivación: 
♀  ORR1/ORR1; ORR2/ORR2; mwh/mwh  X  ♂  ORR1/ORR1; ORR2/ORR2,flr3/TM3, BdS 
 
y con él se analizó la actividad genotóxica de ciertos promutágenos. La utilización de 
este nuevo cruzamiento facilitaba la detección de genotoxicidad en compuestos de variada 
estructura química: nitrosaminas, carbamatos o hidrocarburos aromáticos policíclicos (Frölich y 
Würgler, 1989, 1990 a y b). Se observaron, no obstante, una serie de desventajas 
fundamentalmente técnicas: aparición con cierta frecuencia de clones de células con irregular 
patrón de desarrollo que dificultaba el análisis microscópico de las alas; gran variación entre 
los resultados de experimentos repetidos; baja producción de huevos por parte de las hembras 
utilizadas en el cruzamiento, así como un retraso en el desarrollo de las larvas. Con el fin de 
soslayar estas desventajas, Graf y van Schaik (1992), proponen la utilización del cruzamiento 
♀ ORR1/ORR1; ORR2/ORR2, flr3/TM3, BdS X ♂ mwh/mwh, denominado cruzamiento de alta 
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bioactivación mejorado, después de demostrar que éste no presentaba las desventajas 
prácticas del cruzamiento de alta bioactivación original y mantenía la capacidad de detección 
de promutágenos. Utilizando este cruzamiento, Graf y colaboradores (1992, a) detectaron 
actividad mutagénica y recombinogénica en el carcinógeno p-dimetilaminoazobenceno, que 
había arrojado previamente resultados negativos con el cruzamiento estándar. 
Otra aproximación al problema de las desventajas técnicas observadas en el 
cruzamiento de alta bioactivación ha sido la de Pacella, quien en 1992 construyó unas nuevas 
cepas de alta bioactivación, a partir de la cepa ORR resistente a DDT, de la cual había 
eliminado previamente el gen responsable del patrón distorsionado de las células del ala. 
Describió así un nuevo cruzamiento homocigoto de alta bioactivación, denominado NORR 
(nuevo ORR): 
    ♀  NORR1/NORR1; NORR2/NORR2; flr3/TM3, BdS  X  ♂  NORR1/NORR1; NORR2/NORR2; mwh/mwh. 
 
Este cruzamiento será descrito en el apartado de materiales y métodos, ya que es uno 
de los utilizados en el presente trabajo. 
En cuanto a la actividad recombinogénica detectable en los diferentes ensayos 
S.M.A.RT., en el ensayo de alas es, además, cuantificable, analizando las alas de las moscas 
heterocigotas mwh/TM3, BdS. En estas moscas, la inversión múltiple TM3 impide los procesos 
de recombinación en la región afectada y por lo tanto, las manchas detectadas se producen 
exclusivamente por mutación. 
El modelo S.M.A.R.T. ha mostrado ser muy apropiado para llevar a cabo ensayos de 
antigenotoxicidad, ya que las larvas de Drosophila pueden ser tratadas con sustancias simples 
o con mezclas complejas, tal como son consumidas por el hombre. La mezcla compleja, por 
tanto puede consistir en un tratamiento conjunto de mutágeno y antimutágeno. También se 
pueden realizar pre y post-tratamientos con el mutágeno y el antimutágeno (Graf et al., 1998). 
Desde hace más de dos décadas el sistema S.M.A.R.T. está siendo validado y utilizado en su 
capacidad para detectar antimutágenos frente a mutágenos y carcinógenos muy variados, así 
como para la detección de efectos sinérgicos de varias sustancias. 
 Han sido estudiados los efectos inhibidores y protectores de la genotoxicidad de la 
clorofilina frente al Trp-P-2 (3-amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol) (Negishi et al., 1989), 
frente a los rayos gamma (Zimmering et al., 1990), frente al óxido de cromo (Olvera et al., 
1993) y frente a varios carcinógenos (Negishi et al., 1994). Igualmente, se ha comprobado la 
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supresión de genotoxicidad por la epigalocatequín galato frente a carcinógenos (Hayatsu et al., 
1992), la protección del ácido ascórbico contra los efectos genotóxicos de los rayos gamma y 
del óxido de cromo (Olvera et al., 1995) y la de compuestos derivados del Selenio frente a 
dicromato potásico (Rizki et al., 2001). También ha sido demostrado que varios analgésicos 
antipiréticos tienen actividad antimutagénica ante la mitomicina C (Sato et al., 1996). En 
cuanto al efecto antimutagénico de mezclas complejas, se ha estudiado el efecto inhibidor de 
la antimutagenicidad frente a mutágenos y carcinógenos conocidos del café instantáneo 
(Abraham, 1994; Abraham y Graf, 1996), de la cúrcuma (EL Hamss et al., 1999), de la 
pimienta verde y negra (EL Hamss et al., 2003) y de ciertos aceites esenciales de plantas 
medicinales (Idaomar et al., 2002).  
 En los últimos años, nuestro grupo de investigación ha analizado la actividad 
desmutagénica  de infusiones de plantas medicinales tradicionales (Romero-Jiménez et al., 
2005), así como la actividad genotóxica del rábano (Raphanus sativus, L.) cultivado en suelos  
contaminados (Villatoro-Pulido et al., 2009) y la capacidad antioxidante de tres fenoles 
contenidos en M. chamomilla y U. tomentosa, como son la Apigenina, el Bisabolol y Ácido  
Protocatecuico (Anter et al., 2011 c). Además se han estudiado los efectos genotóxicos, 
antigenotóxicos de otros fenoles como la oleuropeína y la luteolina como componentes del 
aceite de oliva y de extractos de hoja de olivo (Anter et al, 2011 b) y del zumo de naranja y de 
limón, y dos de sus componentes, la Hesperidina y el Limoneno (Fernández-Bedmar et al., 
2011). 
 
1.6. Ensayo de citotoxicidad 
 Al igual que es importante detectar posibles agentes anti o genotóxicos para nuestra 
salud, también se deben identificar aquellos con propiedades anti o carcinogénicas. 
 La aparición de un daño genético puede no desembocar en la aparición de un cáncer. 
Por el contrario, existen numerosos agentes que sí inducen esta aparición o que por el 
contrario, son capaces de combatirla. Por ello, desarrollar métodos capaces de detectar estos 
tipos de sustancias es una necesidad en las sociedades actuales. 
 Los procesos de carcinogénesis en humanos son bastante complejos y difíciles de 
caracterizar dada la gran cantidad de sistemas fisiológicos implicados. Además, se necesita 
realizar pruebas in vivo que aseguren la actividad que tiene un determinado compuesto en un 
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organismo. Por ello, no cualquier especie animal puede ser utilizada para obtener resultados 
fácilmente extrapolables a humanos. Hace falta recurrir a mamíferos superiores (mono) y a 
ensayos de larga duración dado el ciclo de vida de estos. Estos ensayos requieren de gastos 
considerables de dinero así como de infraestructuras especiales, numerosas medidas de 
seguridad y de enormes grupos de individuos a los que aplicarles los tratamientos de 
citotoxicidad. Además, son poco aceptados hoy en día ya que  conllevan problemas éticos y 
sociales, requiriéndose de otros que no reúnan estos inconvenientes pero cuyos resultados 
sean aplicables a modelos humanos. 
 Con esta idea, surgió en 1979 el primer comité para la investigación de alternativas al 
uso de animales en investigación de la Sociedad FRAME (Fundación para el Reemplazo de 
Animales en Medicina y Experimentación). Es bajo esta necesidad que surgen los ensayos de 
citotoxicidad in vitro que usan cultivos celulares para obtener test con los que evaluar posibles 
actividades citotóxicas (Balls, 2004). 
 Al contrario que los ensayos in vivo, los ensayos in vitro no requieren de grandes 
infraestructuras ni del manejo de animales vivos (con todos los problemas que estos 
conllevan), ya que se basan en el cultivo de determinados grupos de células transformadas en 
lugar del organismo completo. Además, el uso generalizado de estos métodos ha abaratado 
considerablemente los costes de material y personal necesarios por lo que son más rentables. 
Los ensayos de citotoxicidad se pueden llevar a cabo rutinariamente usando la prueba de 
exclusión de Azul Tripán en líneas tumorales humanas.  Estos test son capaces de detectar 
actividades enzimáticas relacionadas con el estrés oxidativo (Doehmer et al., 1990), también 
se pueden transferir genes de interés a líneas celulares para detectar el efecto de posibles 
carcinógenos en la actividad de estos genes. Con las técnicas actuales de crecimiento celular, 
estas líneas celulares se pueden mantener indefinidamente (Fahrig et al., 1998). Estas líneas 
celulares se han utilizado para detectar bioactividad en numerosos compuestos de plantas 
medicinales y de la dieta con propiedades anticarcinogénicas (Ito et al., 1998; Guevara et el., 
1999; Motohashi et al., 2000; Trouillas et al., 2003; Anter et al., 2011 a). 
 La línea celular HL-60 pertenece al grupo de líneas inmortales, debido a que son células 
cancerosas o tumorales, que en el caso de la leucemia se originan a partir del mesodermo. Fue 
aislada de leucocitos del torrente sanguíneo periférico de una paciente caucásica humana de 
36 años de edad que padecía una leucemia promielocítica aguda (Collins et al., 1977). 
 Las células HL-60 son células transformadas y por lo tanto presentan las características 
básicas de ellas, como por ejemplo: densidad de saturación incrementada, requerimientos de 
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factores de crecimiento disminuidos, cambios en la morfología y pautas de crecimiento, 
alteraciones de la superficie celular, inmortalización, transcripción de genes alterados, 
incremento de la aglutinación por lectinas, transporte incrementado de glucosa, fibronectina 
reducida a ausente, liberación de factores de crecimiento de transformación, secreción de 
proteasas, pérdidas de la capacidad de detener el crecimiento, de la dependencia de anclaje 
para crecer, de microfilamentos de actina así como, de la inhibición del movimiento por 
contacto. Estas células se caracterizan por proliferar continuamente en suspensión pero tras un 
largo periodo de cultivo (4 semanas), pierden su capacidad de división y se diferencian. 
Presentan aneuploidía y su metafase se caracteriza por la presencia de entre 44-46 
cromosomas (Collins et al., 1977). Exhiben capacidad fagocítica y quimiotactismo (Collins et 
al., 1978; Collins et al., 1987; Gallaguer et al., 1975; Gallaguer et al., 1979). 
 Ultraestructuralmente, la línea HL-60 presenta una población heterogénea de células 
donde predomina una morfología variada desde mieloblástica hasta promielocítica, con un 
diámetro entre 9-25 (Gallaguer et al., 1979). El núcleo es bastante grande y redondo 
presentando entre 2 y 4 nucléolos, situados adyacentes a la membrana nuclear y cromatina 
dispersa. El citoplasma es basófilo con prominentes gránulos azurófilos. La relación 
núcleo/citoplasma es relativamente alta (Collins et al., 1978).  
 En cultivo, se presentan en su mayoría como neutrófilos promielocíticos de núcleo 
prominente (90%) y en menor porcentaje (10-12%) aparecen formas diferenciadas a 
mielocitos, metamielocitos y por último, granulocitos (neutrófilos, eosinófilos y basófilos) o 
macrófagos (monocitos) (Breitman et al., 1980; Collins et al., 1978; Conte-Anazetti et al., 
2003; Yen et al., 1987). 
 Presenta una sobreexpresión de oncogenes celulares específicos “c-myc” y “bcl-2” 
relacionados con el nivel de diferenciación celular y la apoptosis. (Collins et al., 1987; Koeffler, 
1983; Kimura et al., 1995). Las células HL-60 tienen un defecto en la expresión de NQO1 (Li et 
al., 2003), y carecen de p53 (Wolf y Rotter, 1985). 
Las células HL-60 han sido usadas desde hace años, con el fin de detectar los 
mecanismos por los cuales se induce su diferenciación o apoptosis y así poder establecer los 
compuestos que sean capaces de inducir diferenciación, siendo candidatos para actuar como 
agentes quimiopreventivos o quimioterapeúticos contra el cáncer (Fesus et al., 1995; Hong y 
Sporn, 1997; Suh et al., 1995). Así, se ha inducido la diferenciación celular y la apoptosis in 
vitro con la simple aplicación de diversos compuestos químicos (Huberman y Callaham, 1979; 
Fernández-Bedmar et al, 2011). Compuestos organosulfurados presentan propiedades 
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quimiopreventivas conocidas frente a estas células (Heber, 1997; Lea, 1996). Algunos 
flavonoides y polifenoles inducen diferenciación en células HL-60 (Takahashi et al., 1998; 
Tamagawa, et al., 1998; Anter et al, 2011 c). Entre los compuestos utilizados que conseguían 
estos objetivos destacan el Ácido Retinoico (Verlinden et al., 1998), el Dimetil Sulfóxido 
(Tarella et al., 1982), la ,25-Dihidroxivitamina D3 (Matsuhisa et al., 1995),  el Fenilbutirato y 
el Fenil Acetato (Gore et al., 1997; Witt et al., 2000) inducen diferenciación en HL-60. Esto 
indica que el estado maligno de no diferenciación de este tipo de cáncer puede ser tratado 
para inducir su diferenciación con agentes químicos (Conte-Anazetti et al., 2003).  
 Pero no todos los compuestos que inducen la diferenciación son de origen químico, 
también existen compuestos procedentes de plantas capaces de producir la muerte en este 
tipo de células y algunas de estas plantas están presentes en nuestra dieta (Strissel y Strick, 
2005; Fernández-Bedmar et al., 2011). Así, se han investigado la capacidad de inducir 
diferenciación en dichas células, de extractos naturales de 398 plantas (Suh et al., 1995). De 
este estudio se puede concluir que el sistema de la diferenciación de las células HL-60 es un 
modelo válido y útil para el descubrimiento de los agentes quimiopreventivos o 
quimioterapéuticos del cáncer contenidos en productos naturales. De esta forma, la inducción 
de la diferenciación y apoptosis en células tumorales sería una eficiente estrategia en la terapia 
contra el cáncer (Tsiftsoglou et al., 2003). El problema radica en que muchos de los agentes 
que inducen la apoptosis en este tipo de células tumorales también demuestran citotoxicidad 
frente a células y tejidos normales (Raffray y Cohen, 1997). 
 
1.7. Medicina Tradicional 
 A través de la observación, la experimentación y, quizás, la intuición, el hombre ha 
utilizado las plantas, como alimento y como medicina, y durante siglos éstas han sido su 
principal remedio curativo. El tratado “De materia médica” del médico griego Dioscórides (I d. 
C) impreso en 1499 ha constituido durante siglos  la obra más importante en cuanto al 
tratamiento de las enfermedades; y ha sido la base utilizada por Font Quer (1978) para 
elaborar su obra de consulta y referencia, que nosotros hemos utilizado. 
 Aunque los efectos medicinales de ciertas plantas son muy conocidos, hasta hace 
relativamente poco tiempo no se habían aislado y estudiado los componentes activos que 
producen su acción terapéutica. Estos principios activos son los productos que el metabolismo 
de la planta genera, acumula o deposita, y que ejercen determinadas acciones medicinales. La 
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química tradicional catalogaba los principios activos de las plantas medicinales como: aceites 
volátiles, taninos, amargos, fenoles, flavonoides, vitaminas, minerales, saponinas, alcaloides o 
mucílago, que otorgan a las plantas que los contienen propiedades curativas muy diversas: 
analgésicas, antibióticas, diuréticas, tónicas, purgantes, digestivas, depurativas, cicatrizantes, 
carminativas, balsámicas, calmantes… Debido a que cada especie posee más de un principio 
activo y, por tanto, más de una propiedad curativa, es corriente que la misma planta pueda ser 
utilizada en diferentes remedios (Font Quer, 1978). 
 Existen múltiples formas de extraer y aplicar las sustancias activas –y, por tanto, las 
propiedades curativas- de las plantas medicinales. Muchas plantas son más efectivas utilizadas 
de una forma que de otra, o según el modo en que se tomen o se apliquen se utilizan para 
diferentes dolencias. En función del remedio que convenga utilizar, se usará una u otra parte 
de la planta, debiendo ser recolectada para ello en el momento preciso. Según Font Quer 
(1978) podemos utilizar: la planta fresca, el extracto, la planta en polvo, el jugo, la 
maceración, la infusión, la decocción, el aceite esencial o esencias, tintura, arcilla, aceite, 
emplastos y cataplasmas, inhalaciones y baños de vapor, compresas, jarabe, crema o baños. 
 
1.7.1. Propiedades no saludables de las plantas medicinales 
 En contraste con los productos farmacéuticos, se suele pensar que las plantas no son 
tóxicas, debido a su origen “natural” y a su uso milenario tradicional. Sin embargo, el consumo 
de plantas medicinales puede acarrear problemas debidos a su toxicidad intrínseca, 
adulteración, contaminación, identificación incorrecta, interacciones con drogas o falta de 
estandarización. El uso indiscriminado de plantas medicinales puede estar asociado a toxicidad 
en diversos órganos (corazón, hígado, sangre, riñones, Sistema Nervioso Central y piel) y a 
carcinogénesis. La familia de enzimas del citocromo P450 puede destoxificar xenobióticos, pero 
también puede originar compuestos mucho más tóxicos, mutagénicos o carcinogénicos, como 
se ha visto en apartados anteriores. Al ser las plantas medicinales una mezcla compleja, se 
espera que contengan constituyentes que actúen tanto como sustratos, como inhibidores o 
como inductores de las enzimas de activación metabólica de procarcinógenos (Zhou et al., 
2004). 
 Los alcaloides de pirrolizidina son un ejemplo de toxicidad procedente de plantas. Los 
efectos tóxicos más importantes, para compuestos que poseen estructura de diéster 
macrocíclico, se manifiestan de forma crónica, provocando dolores abdominales, ascitis, 
pérdida de apetito, incremento considerable de los valores de transaminasas en sangre y 
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hepatomegalia. Esta sintomatología es consecuencia de una oclusión importante del sistema 
venoso hepático que conduce a hepatonecrosis (Wiedenfeld  and  Edgar, 2011). Estos 
alcaloides también actúan como agentes mutagénicos, teratogénicos e inductores de tumores 
hepáticos (Bruneton, 1996). El ácido aristológico es un alcaloide que produce nefropatías 
(Huljic, et al., 2008), cáncer de útero (Cosyns, 2003) y cáncer urotelial (Nortier y 
Vanherweghem, 2007). La activación metabólica en el hígado convierte los compuestos 
básicos en electrófilos altamente reactivos capaces de reaccionar con macromoléculas celulares 
formando aductos (deoxiadenosina generalmente) detectables en riñón y útero (Pfau et al., 
1990). Algunas de las especies de plantas conocidas que contienen alcaloides causan cáncer 
en roedores: Senecio longilobus (Harris y Chen, 1970), Petasites japanicus Maxim (Hirono et 
al., 1977), Tussilago farfara L. (Hirono et al., 1976), Symphytum officinale (Hirono et al., 
1978), S. cannabifolis (Hirono et al., 1979), etc. También alcaloides pirrolizidínicos aislados 
como la microtalina (Mattocks y Cabral, 1982; Allen et al., 1975), heliotrina (Schoental, 1975), 
lasiocarpina (Svoboda y Reddy, 1972; Rao y Reddy, 1978), clivorina (Kuhara et al., 1980), 
petasitenina (Mori et al., 1984) y ridelina (Prakash et al. 1999; Chan et al., 1994) son 
carcinógenos en animales experimentales. En D. melanogaster se han estudiado cientos de 
compuestos carcinogénicos, desde alcaloides pirrolizidínicos, en el ensayo de letales recesivos 
ligados al sexo (Clark, 1959), hasta medicamentos antirretrovirales en el ensayo S.M.A.R.T. 
(Guimarães, et al., 2012, en prensa). 
 Los polifenoles, bien ácidos fenólicos, flavonoides monoméricos o polifenoles complejos, 
como se ha visto en apartados anteriores, son antioxidantes y tienen efectos beneficiosos en la 
prevención del cáncer, sin embargo, también pueden exhibir propiedades no saludables; 
concretamente, pueden inhibir la absorción del hierro contenido en los alimentos, provocando 
una subalimentación (Hurrel et al., 2004). 
 
1.7.2. Propiedades saludables de las plantas medicinales 
 En la actualidad, los antioxidantes naturales como la vitamina C, vitamina E, 
carotenoides y polifenoles como los flavonoides, están generalmente considerados como los 
componentes beneficiosos de las frutas y vegetales. Las propiedades antioxidantes de estos 
componentes son responsables de ciertos efectos protectores de los alimentos contra 
enfermedades cardiovasculares, ciertas formas de cáncer y/o enfermedades de fotosensibilidad 
(Peto et al., 1981; Yan et al., 2012). Los efectos beneficiosos de ciertos alimentos, para evitar 
el envejecimiento, también se han relacionado con los antioxidantes naturales (Fernández-
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Bedmar et al, 2011) y actualmente se consideran como alimentos funcionales. Sin embargo, a 
altas dosis o bajo ciertas condiciones de superoxigenación, estos antioxidantes pueden ejercer 
actividades prooxidantes tóxicas (Rietjens et al., 2002). 
 
1.8. Plantas medicinales a estudio  
 Para seleccionar las plantas estudiadas realizamos un sondeo de las actividades 
imputables tradicionalmente a plantas medicinales utilizando la bibliografía e información de 
bases de datos sobre etnobotánica y etnofarmacología. Hemos podido comprobar que toda 
esta información usa como referencia varios tratados botánicos y bases de datos; entre ellas 
hemos seleccionado las más amplias, que consideramos pueden ser: “Plantas Medicinales” de 
Font Quer (1978) y “Handbook of phytochemical constituents of GRAS herbs and other 
economic plants” de Duke (1992). Esta última se halla reflejada y ampliada en Phytochemical 
and Ethnobotanical Databases (PAEDBs), del Agricultural Research Service de Estados Unidos 
(http://www.ars-grin.gov/duke/index.html). 
 Para el presente trabajo, se ha seleccionado un grupo de seis plantas de uso mundial y 
tradicional,  debido a su probada  actividad antiinflamatoria (Matricaria chamomilla y Uncaria 
tomentosa), su actividad digestiva (Mentha piperita y Mentha pulegium) y su actividad sedante 
(Tilia cordata y Valeriana officinalis). 
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 Matricaria chamomilla (Manzanilla). 
 Es una planta herbácea medicinal digestiva, de la Familia de las Compositae 
(Astereceae). Se usa en Medicina Tradicional por sus propiedades curativas, que son: 
antiespasmódicas, calma las contracciones dolorosas del intestino y otras vísceras huecas; 
sedantes, muy utilizada en los trastornos nerviosos de la menstruación; estimulantes de la 
digestión, favoreciendo los movimientos peristálticos, intestinales. En general, se usa para 
problemas digestivos (Font Quer, 1978). 
 El aceite destilado de las flores secas se emplea contra el eczema, asma y como loción 
capilar para aclarar el cabello rubio; en este caso también se puede usar una infusión fuerte de 
flores en vez del aceite. La decocción en forma de cataplasmas o baños se usa contra la 
irritación de los ojos, conjuntivitis, cansancio, oftalmias y como antiséptico suave; y para tratar 
la gota, herpes, afecciones de la piel y dolores reumáticos. La manzanilla caliente, envuelta en 
un paño, se dice que cura el dolor de muelas colocándola sobre la parte afectada (Font Quer, 
1978). Su aceite esencial (0.4-1.5 %) es rico en chamazuleno y Bisabolol, dicloroéter pohiínico; 
flavonoides como luteolol, apigenol, quercetol; cumarinas como hernianina, umbeliferona; y 
otras sustancias. Las facultades antiespasmódicas se atribuyen al flavonoide Apigenina (Font 
Quer, 1978). Los principales componentes activos de la M. chamomilla son el α-Bisabolol 
(sesquiterpeno), su óxido el chamazuleno y la Apigenina (flavona). Además contiene otros 
flavonoides (8%) como las luteolina, crisoeriol, Apigenina-7-o-glucósido, quercitrina, 
isoramnetina, rutina, hiperósido, jaceidinemo, crisospenol, crososplenetina; y lactosas 
sesquiterpénicas como matricina y matricarina (Carretero, 2000) y Ácido Protocatecuico 
(Kováčik et al., 2008). Las partes aéreas de la planta son ricas en sustancias procedentes del 
metabolismo del ácido mevalónico (Bohlmann y Zdero, 1982): ésteres monoterpénicos 
bicíclicos derivados del pineno y del bornano, hidrocarburos sesiquiterpénicos, germacreno D, 
β-farneseno. 
 
 Uncaria tomentosa (Uña de gato). 
 Planta medicinal de la Familia de las Rubiaceae. Hasta hace poco sólo era conocida por 
los curanderos de la Amazonia peruana. Es más, hasta hace unos años ni siquiera figuraba en 
los textos más importantes sobre plantas medicinales. Usada por los curanderos de áreas 
restringidas de la selva, donde crece en forma natural. Se encuentra en el bosque húmedo 
tropical del continente americano como en: Panamá, Nicaragua, Guyanas, Trinidad, Surinam, 
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Costa Rica, Belice, Guatemala, Honduras, Venezuela,…  desde los 75 a los 1.118 m. sobre el 
nivel del mar, en zonas con temperatura media anual mínima de 17 ºC y media anual máxima 
de 25.7 ºC. 
 Tradicionalmente se usa la corteza, la raíz y las hojas según la aplicación, en función de 
la patología que se trate y de la persona que lo aplica. Dentro de las enfermedades tratadas 
están: procesos inflamatorios de diversa índole, ulcera gástrica, diabetes, enfermedades 
degenerativas como el cáncer y diversas tumefacciones, irregularidades del ciclo menstrual, 
convalecencia, debilidad general y gonorrea. 
 Los componentes activos de U. tomentosa  son alcaloides, ya sean indoles u oxindoles, 
penta o tetracíclicos (Keplinger et al., 1999), además se encuentran en la planta ocho 
glicósidos del ácido quinóvico, cuatro triterpenos polihidroxilados, un precursor de alcaloides y 
los ácidos úrsólico y eleanólico (Aquino et al, 1989). Algunas propiedades terapéuticas de la 
planta se pueden atribuir a sus flavonoides (10-50%): catequina y gambirinas B1 y B3. 
Además posee alcaloides indólicos tipo β-carbolina en un 0.9%, como la gambirtanina, 
dihidrogambirtanina, hirsutita, oxíndoles tetracíclicos (rinchofilina, isorinchofilina) y 
pentacíclicos (mitrafilina, isomitrafilina, isopteropodina, pteropodinay uncarinas). Y taninos 
catéquicos (20-50%) como la gambininas A1 y A3; triterpenos, heterósidos del ácido quinóvico 
y esteroides. Gonçalves et al., (2005) confirmaron así mismo la presencia de Ácido  
Protocatecuico  además de otros compuestos como catequina, epicatequina, ácido vanílico, 
ácido cafeico y ácido siríngico en esta planta. 
 
 Mentha piperita (Menta). 
 Planta medicinal digestiva, de la Familia Lamiaceae (Labiadas). Tradicionalmente la 
menta se administra en forma de tisana que favorece las funciones digestivas del estómago, 
excitando la producción de jugo gástrico. En Medicina Tradicional el  aceite de menta se utiliza 
como analgésico, calmante, refrescante, es útil en el tratamiento de los problemas de la piel, la 
fiebre y los dolores de muelas, de cabeza y migrañas; es utilizado también como 
antibacteriano. Inhalado se usa para aliviar la congestión nasal. Sus usos son numerosos, la 
infusión en compresas se usa para refrescar las articulaciones inflamadas, el reumatismo y la 
neuralgia. La infusión de hojas se emplea como espasmolítico, carminativo, antiemético, 
diaforético, analgésico, antiséptico, antiespasmódico, tónico digestivo, estimulante, colagogo, 
relajante de los vasos sanguíneos periféricos,… Se usa también para promover el flujo biliar, 
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relajar los músculos del tracto digestivo, reducir las náuseas y mareos durante los viajes, 
estimular la secreción de los tubos digestivos… La menta contiene Mentol libre (43%, 
Mucciarelli et al., 2001), y combinado con ácido acético y valeriánico, principios muy usados en 
la industria química. También posee mentona (8-20%), mentenonas, cineol, piperitona, 
menteno y otros terpenos (Font Quer, 1978). Además posee un 24%  de Pulegona y un 2.57% 
de Limoneno (Mucciarelli et al., 2001). 
 En la planta encontramos flavonoides como el xantomicrol, gardenina D, glucósidos de 
Apigenina, diosmetina, rutina y luteolina; ácidos fenólicos derivados del ácido cinámico como el 
ácido rosmarínico; y triterpenos como la α-aminina (Carretero, 2000). Junto al aceite esencial 
que se considera el principio activo, la hoja contiene demás triterpenos, carotenoides y 
flavonoides; algunas son flavonas altamente oxigenadas (Jullien et al., 1984). La composición 
y variación de su aceite esencial han sido objeto de centenares de publicaciones. Según Gilly et 
al.  (1986), el componente mayoritario es siempre el Mentol de un 30-40 %, acompañado de 
mentona (15-25 % en la Mitcham, y 50 % en la menta blanca); también se encuentran la 
isomentona, neomentol, cineol, mentofurano, germacreno D y otros hidrocarburos.  
 
 Mentha pulegium (Poleo). 
 Planta medicinal digestiva, de la Familia Lamiaceae (Labiadas). Los usos tradicionales 
que se le ha dado al Poleo son parecidos a los de la menta: para aliviar digestiones difíciles y 
para aumentar los movimientos peristálticos del intestino, como tónico estomacal que facilita 
las digestiones y es eficaz contra los dolores intestinales de cualquier tipo. Su nombre latino 
pulex (= pulga) indica la capacidad que posee de matar las pulgas cuando fumigamos con él 
un lugar cerrado. Esta tisana es útil contra las lombrices intestinales. Se utiliza como un suave 
tónico digestivo; la infusión de poleo aumenta la secreción de jugos gástricos y ayuda a 
expulsar los gases intestinales, además calma la tos y facilita la expectoración (Font Quer, 
1978). 
 Posee un 0.1 % de Mentol y de Limoneno y un 69.8% de Pulegona (Mucciarelli et al., 
2001). Entre los componentes del aceite esencial (0.5-2.0 %) están: Monoterpenos como la 
Pulegona (60-90%); mentona (10-20%), isomentona (2-10%), peperitenona, acetato de 
neoisomentilo, taninos, y flavonoides como la diosmina y hesperidina (PDR for Herbal 
Medicines, 2000). 
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 Tilia cordata (Tila). 
 Planta medicinal hipnótica y sedante; de la Familia de las Tiliáceas. Las flores del tilo se 
recogen a mano cuando se acaban de abrir, no sirven las marchitas ni las que aún no se han 
abierto. La tila tiene propiedades curativas sedantes, disminuye la acidez del estómago tomada 
al final de las comidas. También se usa para resfriados y dolores de cabeza; y fortalece el 
sistema inmunitario. La corteza del tilo, mascada y puesta en forma de emplasto, suelda las 
heridas frescas. Sus hojas, mojadas, resuelven las hinchazones, hacen renacer los cabellos e 
impiden que es caigan. Calma la excitación nerviosa, actúa como antiespasmódica, diurético, 
anticatarral, emoliente y estomacal. Las flores contienen pequeñas cantidades de Mucílago, 
materias tánicas, azúcares, hesperidina, grasa, L-fitosterina, un hidrocarburo y 0.038% de 
esencia de flor de tilo, que contiene farnesol, un alcohol sesquiterpénico de la serie alifática 
(Font Quer, 1978). 
 De entre los flavonoides (1%) encontramos astragalina, kenferitrina, afzelina, 
quercitrina, isoquercitrina, rutina, hiperósido, heterósidos de kenferol y astragalina (tilirósidos). 
También existen polisacáridos heterogéneos en forma de mucílagos (3-10%) como el 
arabinogalactano. Su aceite esencial (0.01-0.02 %) contiene monoterpenos como el linalol, 
geraniol, eucaliptol; sesquiterpenos, como el D-germacreno; hidrocarburos como el 2-fenil-
etanol, fenil-etil-éter, y ácidos fenólicos derivados del ácido cinámico como el ácido cafeico, 
clorogénico y p-cumárico, además encontramos taninos catéquinos en un 2 % (Blumenthal et 
al., 2000). El Limoneno también se encuentra en esta planta en bajas cantidades (Manuele et 
al., 2008), así como la Quercitina, que es de los fenoles más abundantes en vegetales (Prasain 
et al, 2004). 
 
 Valeriana officinalis (Valeriana). 
 Planta medicinal de la familia Valerianaceae. La gran demanda que ha experimentado la 
Valeriana ha inducido a su cultivo industrial con el fin de cubrir las necesidades del mercado; 
hoy en día sus preparaciones se encuentran en todas las farmacias. Se utiliza como calmante 
de estados nerviosos, tiene acción sedante e inductora del sueño, según la dosis empleada, 
calmando los estados de excitación nerviosa. También es expectorante, diurético, carminativo, 
analgésico, reduce la presión sanguínea, fortalece el corazón y estimula la producción de 
leche. Las compresas se emplean para aliviar los calambres musculares. La decocción de la raíz 
se usa como antiespasmódico, sedante, para tratar la epilepsia, el insomnio, y la jaqueca. 
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Aplicada externamente se emplea para el tratamiento de heridas y llagas de la piel y en las 
contracciones musculares (Font Quer, 1978). 
 Los principios activos de la Valeriana son de dos tipos: i) ésteres de ácido valerénico  e 
isovaleriánico con alcoholes como el borneol y eugenol; también aparecen sesquiterpenos 
como valerenal, valerenona y valerianol; ii) iridoides, conocidos como valepotriatos. Estos 
compuestos pueden tener un enlace doble (dihidrovaltrato) o dos dobles enlaces. Los 
valepotriatos son compuestos muy inestables y se descomponen por calor, humedad y pH 
ácido, dando lugar a aldehidos deshidratados, conocidos como baldrinales: baldrinal, 
homobaldrinal y valtroxal (Carretero, 2000). La composición relativa de estas moléculas en los 
aceites puede variar con la estación y el año de recolección (Bos et al., 1998 b). 
 Sus cualidades se derivan principalmente de la esencia que se obtiene de la cepa y de 
las raíces; en estas partes de la planta se acumulan diversos ácidos, principalmente el llamado 
isopropilacético o valeriánico, o bien ésteres como el isovalerianato de bornilo al cual se le 
atribuye la acción terapéutica de la Valeriana, se encuentra en el rizoma y en las raíces de la 
planta recién arrancados. A medida que se van secando el isovalerianato se descompone y el 
ácido valeriánico queda libre. En la esencia encontramos además canfeno, pineno, Limoneno 
levógiros, y borneol (combinado con el ácido isovaleriánico); y dos alcaloides propios de esta 
planta: catinina y Valeriana (Font Quer, 1978). Además se han aislado numerosos 
componentes de la planta: glúcidos, ácidos grasos, ácidos fenoles, ácidos de cadena corta, 
alcaloides, aminoácidos, GABA, flavonoides, aceite esencial con carburos como mono y 
sesquiterpénicos, ricos en ésteres del borneol (Houghton, 1988; Janot et al., 1979).  
 
 1.8.1. Bioactividad de las plantas medicinales a estudio 
 Matricaria chamomilla es conocida porque aumenta la producción de jugos 
gastrointestinales, favoreciendo las digestiones; produce una relajación del músculo liso, 
siendo antiinflamatoria y antioxidante. Se ha comprobado que extractos acuosos de esta 
planta son antioxidantes y antiinflamatorios (alta actividad antilipooxigenasa), aunque no son 
capaces de inhibir la proliferación de células de melanoma de ratón. Estas propiedades 
antioxidantes y antiinflamatorias están correlacionadas con el contenido en fenoles totales, 
aunque esta planta no es de las que más alto contenido posee (Trouillas et al., 2003; 
Miliauskas et al., 2004). El aceite esencial de la M. chamomilla es antigenotóxico en el sistema 
de intercambio de cromátidas hermanas (Hernández-Ceruelos et al., 2002). 
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 Uncaria tomentosa posee múltiples efectos sobre la salud. No sólo exhibe actividad 
antiinflamatoria, sino antiviral, inmunoestimulante, antimutagénica y antioxidante (Keplinger, 
1982; Cerri et al., 1988; Aquino et al., 1989; Aquino et al., 1991; Rizzi et al., 1993; 
Desmarchelier et al., 1997) e inhibe la proliferación de células cancerosas de mama (Riva et 
al., 2001; Sheng et al., 2000 b). Los extractos acuosos de U. tomentosa inducen apoptosis en 
células de leucemia (Sheng et al., 1998), aceleran la recuperación de los glóbulos blancos 
(Sheng et al., 2000 a) y potencian la reparación de ADN de cadena simple y doble (Sheng et 
al., 2000 b). Parece ser que U. tomentosa media su efecto antiinflamatorio a través de la 
inhibición del factor NF-kB  y por tanto la síntesis de la citokina proinflamatoria TNF α (Valerio y 
Gonzales, 2005). 
 Los extractos de alcaloides de la planta (fundamentalmente pteropodina e 
isopteropodina) potencian la actividad fagocítica de los granulocitos (Wagner et al., 1985). La 
actividad antiviral de U. tomentosa es debida a al menos 6 glucósidos del ácido quinóvico 
(Aquino et al., 1989). Estos autores también demostraron que la actividad antiinflamatoria 
puede deberse en parte (33%) a uno de estos glucósidos del ácido quinóvico (Aquino et al., 
1991).Aunque es muy probable que la actividad antiinflamatoria total se deba a varios 
compuestos que actúen sinérgicamente. 
 En comparación con otros extractos de frutas, verduras, cereales y plantas medicinales, 
los extractos acuosos y etanólicos de Uncaria han resultado tener una alta capacidad 
antioxidante (Pilarski et al, 2006). 
 El extracto seco de U. tomentosa, que contiene dosis de 6 mg. de alcaloides 
oxindólicos/ gr, aumenta la producción de interleucinas 1 y 6 (IL-1 y IL-6) en ensayos in vitro 
con macrófagos alveolares. Los alcaloides oxindólicos pentacíclicos inducen la liberación del 
factor regulador de la proliferación de linfocitos en células endoteliales humanas (Carretero, 
2001). Estos mismos alcaloides oxindólicos pentacíclicos son los responsables de la 
estimulación de proliferación de líneas celulares linfoblastoides (Keplinger et al., 1999) y 
también podrían ser la causa de la débil toxicidad observada en ratas y humanos por estos 
mismos autores, aunque este hecho no se contempla como una desventaja. Stupper et al. 
(1993) han detectado in vitro actividad antileucémica de varios de estos alcaloides oxindólicos, 
siendo la uncarina el más activo. 
 Algunas propiedades terapéuticas de la planta también se pueden atribuir a sus fenoles, 
flavonoides catequinas tanínicas (incluyendo cis-epicatequina) y procianidinas en la corteza 
(Montenegro et al., 1976).  
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 Mentha piperita, de venta libre, desde hace mucho tiempo, se utiliza ampliamente en 
infusión como “bebida higiénica y placentera” para “facilitar la digestión”. Bajo sus diferentes 
formas, la mentha está indicada en el tratamiento sintomático de los trastornos digestivos 
menores: digestiones lentas, acumulación de gases, flatulencias, etc., y como colerético. Los 
extractos tienen efectos antivirales (Newton et al., 2002). 
 El aceite esencial de la mentha aumenta la producción de jugos gastro-intestinales, 
favoreciendo la digestión ya que produce una relajación del músculo liso gastrointestinal 
(antiespasmódico) y muestra propiedades sedantes (Carretero, 2000), es citotóxico para 
linfocitos humanos, induce débilmente intercambios de cromátidas hermanas y es genotóxico 
en el test S.M.A.R.T. de D. melanogaster (Lazutka et al, 2001). Aunque se han podido dar 
casos excepcionales de intoxicación (Augiseau et al., 1987), la infusión carece de toxicidad, lo 
que no ocurre con el aceite esencial y sus componentes cuya prolongada administración (1 
mes) induce en rata modificaciones histopatológicas a nivel del encéfalo, debidas sin duda a la 
pulegona (Thorup et al., 1983).  
 Por otro lado algunas investigaciones mostraron la capacidad quimiopreventiva, 
antimutagénica y anti cancerígenica de M. piperita (Samarth et al., 2006; Samarth y Kumar, 
2003; Samman et al., 1998). 
 Existen estudios que mostraron  que la M. piperita  tiene un efecto citotóxico sobre 
ratas (Inoue et al., 2001). El decreciente peso del feto en los grupos experimentales tratados 
puede deberse al bloqueo del crecimiento celular, que puede ser debido a efectos genotóxicos 
de esta hierba (Golalipour et al., 2008). 
Mentha  pulegium excita la secreción gástrica y está demostrado que aumenta la 
producción de jugos gastrointestinales, favoreciendo la digestión. Es antiespasmódica, produce 
una relajación del músculo liso; aumenta la producción y la eliminación de bilis; y produce una 
depresión del Sistema Nervioso Central, disminuyendo el período de inducción del sueño (PDR 
for Herb. Med., 2000). El aceite esencial no es mutagénico en el test S.M.A.R.T. (Franzios et al, 
1997 y Karpouhtsis, et al 1998) y además los extractos etanólicos de M. pulegium poseen 
actividad antioxidante in vivo y puede emplearse en la protección de tejidos frente al estrés 
oxidativo (Jain et al., 2012). También los extractos metanólicos de la planta exhiben actividad 
antioxidante y efectos anti-genotóxicos en el sistema (SCE) de intercambio de cromátidas 
hermanas en  linfocitos humanos (Alpsoy et al., 2011). 
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Tilia cordata produce depresión del Sistema Nervioso Central, disminuyendo el 
período de inducción del sueño. Soluciones acuosas de T. argentea protegen de la oxidación 
del ácido linoleico (Yildirim et al., 2000) y los extractos de tila tienen elevada actividad 
citotóxica frente a células de leucemia de ratón (Goun et al., 2002). 
Valeriana officinalis  tiene actividad sobre el Sistema Nervioso Central. Se sabe 
desde hace tiempo que el extracto acuoso de la droga reduce de forma significativa el tiempo 
de conciliación del sueño (Leathwood y Chauffard, 1985) y además se observa una mejora de 
la calidad del mismo (Leathwood y Chauffard, 1983). La Valeriana produce una relajación del 
músculo liso (actividad antiespasmódica) (Carretero, 2000). 
 Sin embargo, la Valeriana ha resultado genotóxica para el test de micronúcleos de ratón 
y causa aberraciones cromosómicas en la línea germinal de machos de esta especie; estas 
modificaciones genéticas y epigenéticas se adscriben a los valepotriatos y flavonoides 
presentes en la Valeriana (Al-Majed et al.; 2006). Los extractos con diclorometano de valeriana 
tienen efectos genotóxicos sobre el ADN de líneas celulares endoteliales humanas, cuando se 
ensayan altas concentraciones. Además las vitaminas C y E podrían tener un efecto bifásico 
sobre esta actividad, reduciéndola a bajas concentraciones, pero potenciándola a altas 
concentraciones (Hui-lian, et al., 2003). Los valeprotiatos contenidos en la Valeriana son 
citotóxicos e inhiben la síntesis de ADN (Bounthan et al., 1981).  El valtrato es muy tóxico 
sobre las células de hepatomas de rata. In vivo, el dihidrovaltrato (40 mg/Kg, ratón, i.p.) 
provoca una regresión en un 54 % del tumor ascítico Krebs II (Anton et al., 1986).  
 
1.9. Fenoles contenidos en las Plantas 
Los fenoles participan a distintos niveles en los mecanismos de inhibición de 
mutagénesis y carcinogénesis. Los polifenoles no son nutrientes, pero sus propiedades 
antioxidantes, antimutagénicas, antiestrogénicas, anticancerígenas y antiinflamatorias son 
potencialmente beneficiosas en prevención de enfermedades y en protección de la estabilidad 
genómica. Aunque los polifenoles pueden influir en la digestibilidad de proteínas, hay razones 
para creer que una subnutrición, es decir una ingesta abundante de fenoles, puede tener 
efectos beneficiosos en la estabilidad genómica (Hursting y Kari, 1999). Aunque no todos los 
polifenoles poseen efectos beneficiosos en los seres vivos, en general, los polifenoles son 
considerados agentes antioxidantes y antimutagénicos. 
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Se proponen un número de diferentes mecanismos para explicar los efectos 
antimutagénicos de los polifenoles. Algunos no son específicos, como por ejemplo, inhibiendo 
la ingesta de mutágenos, regulando positivamente la actividad de la glutatión S-transferasa, 
interfiriendo en la formación de aductos de ADN, inhibiendo la reacción de nitrosación, 
inhibiendo la activación de promutágenos o carcinógenos por la Fase I, induciendo rutas de 
destoxificación de la Fase I  y de la conjugación de la Fase II  acelerando la descomposición de 
metabolitos reactivos, capturando electrofílicos bien químicamente o por conjugación 
catalizada enzimáticamente o secuestrando EROs (Ferguson, 2001). 
Otros más específicos sugieren que los polifenoles pueden tener efectos sobre la 
síntesis de ADN, reduciéndola. También son considerados como bioantimutágenos modificando 
la replicación y/o la reparación de ADN después de haber sido dañado por mutágenos; por 
ejemplo la vanillina potencia la respuesta SOS (Takahashi et al., 1990 y Watanabe et al., 
1990). Los polifenoles complejos absorben mutágenos hidrofóbicos (Ferguson y Harris, 1998). 
Aunque algunos polifenoles potencian la nitrosilación, otros parecen inhibir este proceso, 
posiblemente interaccionando directamente con el mutágeno (Gichner et al., 1987). 
Una de las mayores vías por la que los polifenoles son antimutagénicos es por su 
protección frente al daño oxidativo, tanto de la peroxidación lipídica, como del daño oxidativo 
directo al ADN. La mayor actividad antioxidante de los polifenoles proviene de la capacidad 
para secuestrar radicales libres, aunque también pueden inducir enzimas antioxidantes o 
inhibir las del citocromo P-450, como la ciclooxigenasa o la lipooxigenasa. Los polifenoles 
interfieren con la peroxidación lipídica y otras moléculas mediante una rápida donación de un 
átomo de hidrógeno a los radicales. 
  PPROHPPHRO  
 Los radicales fenoxi son relativamente estables y actúan como aceptores finales o 
“terminators” reaccionando con otros radicales libres: 
 
 
Los polifenoles tienen efectos antiinflamatorios inhibiendo la ruta de síntesis del óxido 
nítrico que es producido en exceso en inflamaciones crónicas. Los polifenoles inducen 
apoptosis en función de la concentración, estructura y tipo celular en el que se prueben 
(Sakaguchi et al., 1998). Es importante para el hombre saber qué polifenoles y a qué dosis son 
beneficiosos para qué tipo de enfermedad: como antioxidantes en enfermedades 
RPPPPRO  
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degenerativas o como protectores del daño genético, y esto, a pesar de los miles de trabajos 
que se publican, no está determinado aún. 
Los fenoles son metabolitos secundarios de las plantas, representando los compuestos 
fitoquímicos esenciales de las verduras y frutas (Bravo, 1998; Ferguson, 2001). Los fenoles se 
conocían antes como antinutrientes, vista su capacidad de reducir la digestión de las proteínas 
e inducir un aumento de la excreción de los compuestos nitrogenados (Longstaff and McNabb, 
1991). Pero, es gracias a esta propiedad por lo que los fenoles tienen una acción antioxidante 
que les confiere la capacidad de inactivar varias enzimas: hidrolasas, isomerasas, oxigenasas, 
oxidorreductasas, polimerasas, fosfatasas, fosfoquinasas y aminoacidooxidasas. Los fenoles 
actúan como antioxidantes inhibiendo los radicales libres. Además inhiben la iniciación, la 
promoción y la progresión de los tumores, bloquean la formación de sustancias químicas en el 
estómago y reducen la disponibilidad de benzopirenos en el intestino. Protegen el ADN, las 
membranas lipídicas y en general a todas las moléculas biológicas del daño oxidativo, 
reforzando así el sistema inmunitario, y según su estructura química actúan por varios 
mecanismos. 
 Las propiedades de muchos de los componentes de las plantas medicinales que 
hemos seleccionado para este estudio son conocidas. Algunos de ellos pertenecen al grupo de 
los terpenos, que son un grupo importante de componentes vegetales de origen biosintético 
común; todos proceden de la condensación, en número variable, de unidades isoprénicas.  
 
1.9.1. Fenoles representativos de las  plantas medicinales estudiadas 
Entre los antioxidantes fenólicos naturales, la familia flavonoide es la más importante. 
Un número de estudios in vivo han establecido la jerarquía de los flavonoides en cuanto a su 
actividad antioxidante (Cos et al., 1998; Rice-Evans et al., 1996) y las correspondientes 
relaciones estructura-actividad. Se ha demostrado claramente que el anillo B es el principal 
lugar de transferencia de hidrógeno y, como consecuencia, de la capacidad antioxidante. Esto 
es particularmente cierto cuando el anillo B es una porción catecol, como en el flavonol 
quercitina. En contraste, el anillo A parece ser menos importante. El doble enlace 2,3 también 
contribuye a la actividad antioxidante, ya que asegura la deslocalización de electrones entre los 
anillos B-C, lo cual contribuye a la estabilización de radicales -RO, desde la pérdida de 
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hidrógeno. Un tema importante ha sido debatir el papel del grupo 3-OH; estudios in vitro han 
demostrado que este grupo contribuye al potencial antioxidante (van Acket et al., 1996). 
Con el fin de conocer si podemos atribuir la capacidad desmutagenica o anticancerígena 
que observamos en las plantas seleccionadas a algunos de sus componentes fenólicos 
analizados, para nuestro estudio de toxicidad, genotoxicidad, antigenotoxicidad y citotoxicidad 
elegimos 8 de los fenoles contenidos en ellas. Estos aparecen en la tabla 1.1 y son 
componentes bioactivos principales, y en algunos casos mayoritarios, de tales plantas 
medicinales.  
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Tabla 1.1. Componentes fenólicos de las plantas medicinales que sometimos a estudio. 
Fenol 
Grupo 
Químico 
Fórmula Propiedades 
Distribución 
en planta  
(ppm) 
Bisabolol 
 
Alcohol 
sesquiterpeno 
monocíclico. 
 
Antiirritante, 
antiinflamatorio y 
antimicrobiano. 
M. chamomilla
(2)
       
725-10000 
(1)
 
V. officinalis
(3)
 
Apigenina 
Flavonoide 
ansiolítico. 
 
Ansiolítico y 
antiproliferativo 
celular bajo la 
acción de 
estrógenos. 
M. chamomilla
(2)
       
6-8400 
(1)
 
Ácido  
Protocatecuico  
 
Ácido 
carboxílico 
aromático. 
Ácido 
benzoico.        
Usado para 
preservar los 
alimentos como 
antimicrobiano. 
U. tomentosa 
(4)
 
M. chamomilla
(5) 
Mentol 
Alcohol 
secundario 
saturado. 
          
Antiséptico 
intestinal, 
anestésico y 
descongestivo. 
M. piperita
(6)
 
570-22800
(1) 
M. pulegium
(6)
 
37800
(1) 
Pulegona 
Monoterpeno 
cetona.        
 
Hepatotóxico y 
efecto abortivo 
M. piperita
(6)
 
0-440 
(1)
 
M. pulegium
(6)
 
520-18800
(1) 
Quercitina Flavonoide. 
  
 
Antioxidante 
(prevención del 
cáncer) y 
antitumoral. 
Antiviral y 
antialérgica. 
 
 
T. cordata
(7)
 
 
Limoneno Terpeno 
 
         
Disolvente 
biodegradable. 
Con efectos 
anticancerígenos. 
M. piperita
(6)
 
160-1590
(1)
 
M. pulegium
(6)
 
10-2200
(1)
 
T. cordata
(8)
 
V. officinalis
(9)
 
Ácido 
Valerénico 
Sesquiterpe-
noide 
          
Antiespasmódico V. officinalis(10) 
(1) 
Tomado de PAEDBs. 
(2) 
Font Quer, 1978. 
(3)
Safaralie et al., 2008.
 (4)
Gonçalves et al., 2005.
            
(5) Kováčik et al., 2008.  (6) Mucciarelli et al., 2001. (7)  Prasain et al., 2004.   (8) Manuele et al., 2008. 
(9)
 Samaneh et al., 2010. 
(10) 
Bos et al., 1998 (b). 
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1.9.2. Actividad genotóxica, antigenotóxica y citotóxica de los fenoles 
a estudio 
La Apigenina es antiinflamatoria, estrogénica, citotóxica para células cancerosas, 
tumoricida e inhibe el crecimiento de fibroblastos y la agregación plaquetaria (Harborne y 
Williams, 2000), por lo que sus efectos son pleiotrópicos. Bloquea la proliferación de la línea 
celular HL-60 y otras como las eritroides (Ruela-de-Sousa et al., 2010). Este fenol inhibe 
significativamente la angiogénesis en tumores in vivo (Fang et al., 2007), la síntesis de ADN, la 
proliferación de las células cancerosas pancreáticas e induce una detención del ciclo celular en 
la fase G2/M  (Ujiki et al., 2006). En general se sugiere que la inducción de apoptosis por la 
Apigenina se lleva a cabo mediante la caspasa 3 con liberación del citocromo c y la generación 
EROS, pudiendo ser la activación dependiente del número de grupos hidroxilo en el grupo 2-
fenil y la existencia del grupo 3-hidroxilo (Wang  et al., 1999). La Apigenina inhibe el desarrollo 
del tumor bloqueando el ciclo celular e induciendo la apoptosis mediante un mecanismo 
dependiente de p53 (Plaumann  et al., 1996). Solamente en el trabajo de Duraj et al. (2005) 
no encuentran efectos apoptóticos de este alcaloide. 
 El α-Bisabolol es uno de los sesquiterpenos más importantes de M. chamomilla, 
representando casi el 50% de su composición fenólica total. Ejerce una actividad antioxidante 
moderada (Ruberto y Baratta, 2000), aunque reduce la inflamación y la artritis, previene el 
desarrollo de úlceras gástricas, es antibacteriano y antifúngico (Hernández-Ceruelos et al., 
2002), protege de los daños gástricos de la aspirina (Kalinkova, 1999) e induce apoptosis en 
células de glioma de rata (Cavalieri et al., 2004). La inducción de apoptosis se lleva a cabo 
mediante el receptor Fas en la vía intrínseca (Gomes-Carneiro  et al., 2005). Es antimutagénico 
en varios sistemas modelo y frente a diversos tipos de mutágeno. (Gomes-Carneiro  et al., 
2005). 
El Bisabolol no es mutagénico e inhibe los efectos de la aflatoxina B1 y otros 
mutágenos indirectos en el test de Ames. Además Bisabolol es antimutágeno, al menos en 
parte, gracias a sus efectos inhibitorios de la actividad de algunas isoformas CYP (CYP1A y 2B 
subfamilia) implicadas en la activación de los promutágenos. La inhibición de las 
monooxigenasas del hígado puede ser la explicación de la mayoría de los efectos 
antimutágenos del Bisabolol (Gomes-Carneiro et al, 2005).  La ausencia de genotoxicidad en el 
aceite de camomila también fue probada en el ensayo de micronúcleos en médula ósea de 
ratón  (Alvarez-Gonzalez et al., 2006). Se ha mostrado recientemente que, este aceite rico en 
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Bisabolol, bloquea los cambios entre cromátidas hermanas SCE inducidos por dos genotoxinas 
que actúan directamente (daunorubicina y metilmetanosulfonato) en las células de la médula 
ósea de ratón (Hernández-Ceruelos et al., 2004). 
El Ácido Protocatecuico (Ácido 3,4-dihidroxibenzoico; DHBA) está presente en 
varias frutas y verduras: olivo (Masella et al, 1999), arroz (Hudson et al., 2000), vid (Li et al., 
1993) y en plantas medicinales (Liu et al., 1992). Este ácido presenta efectos biológicos 
contradictorios (Babich et al., 2002). Se ha mostrado en estudios con animales que es un 
anticarcinógeno que inhibe la carcinogénesis inducida por ciertos agentes químicos en el 
hígado (Tanaka et al., 1995),  en el colon (Tanaka et al., 1994), en la cavidad oral (Ohnishi  et 
al., 1997), en el estómago  (Tanaka et al., 1995), en la vejiga urinaria (Hirose et al., 1995), en 
el páncreas (Nakamura et al., 2000, a) y en la piel (Tseng et al., 1998). Mientras que en otros 
estudios, el DHBA favorece la inducción química de la promoción del cáncer de piel (Nakamura 
et al., 2000, b) y no exhibió ningún efecto protector contra la carcinogénesis inducida por 
algunos agentes químicos en los pulmones (Mori et al., 1999). Induce apoptosis en las células 
tumorales (Babich et al., 2002). Asimismo, se describió que el DHBA aumenta la proliferación e 
inhibe la apoptosis de células madre neuronales (Guan et al., 2009). Además, se mostró que 
induce daño cromosómico en células de ovario de hamster Chino  (Stich, 1991). 
El DHBA inhibe a la vez, la peroxidación lipídica en la membrana plasmática de los 
hepatocitos de ratón, la hemólisis inducida por el Peróxido de Hidrógeno en los eritrocitos de 
ratón (Liu et al., 2002) y el daño oxidativo inducido por el tert-butilhidroperoxido (t-BHP) en 
los hepatocitos primarios de ratón (Tseng et al., 1996.). Aunque puede comportarse como un 
potente antioxidante biológico.  El DHBA inhibe la oxidación de las proteínas humanas de baja 
densidad estimulada por el Cu2+ (Masella et al, 1999), la peroxidación del ácido linoléico (Yen y 
Hsieh, 2000), la auto-oxidación de Fe2+ (Yoshino y Murakami, 1998), y otros daños en el ADN 
(Lodovici et al., 2001; Ueda et al., 1996), en otros estudios el DHBA, según su concentración, 
exhibe actividades tanto antioxidante como prooxidante (Fukumoto y Mazza, 2000). 
 En los pocos estudios hechos sobre su toxicidad, se ha visto que el DHBA ejerce un 
efecto protector hepático in vivo contra el estrés oxidativo a concentraciones bajas (Liu et al., 
2002) y también contra la deterioración diabética en ratones (Lin et al., 2009). Pero a 
concentraciones elevadas induce estrés oxidativo en células de leucemia humanas y en  
animales de laboratorio (Nakamura et al., 2001 a; Nakamura et al., 2001 b). 
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  El Mentol es el componente más activo de la mentha (Taddei et al., 1988). Al igual 
que otros terpenos, el Mentol previene la formación de placas de ateroma, concretamente en 
conejos sometidos a un régimen enriquecido con colesterol, aumenta el colesterol de la 
fracción HDL pero, curiosamente, inhibe la lecitin-colesterol-acetiltransferasa (enzima implicada 
en el proceso del transporte de colesterol por HDL) (Cooney et al., 1979). Bernson y 
Pettersson (1983) sugirieron que el Mentol  tenía un efecto sobre las membranas biológicas 
deteriorándolas. Se tienen datos de efectos mutagénicos del Mentol en el test del cometa con 
células de hámster chino (Kiffe et al., 2003), aunque en linfocitos humanos no se  ha 
detectado inducción de intercambio de cromáticas hermanas por tratamientos con Mentol  
(Murthy et al., 1991) ni en diversas cepas de Salmonella typhimurium (Gomes-Carneiro et al., 
1998). El Mentol es un fenol muy estudiado debido a su uso en cigarrillos y alimentación, por 
ello se sabe que es citotóxico para varios tipos de líneas tumorales (Lin et al., 2005; Lu et al., 
2007; Eid et al., 2012; Kim et al., 2012). La aplicación vía tópica de los medicamentos reduce 
la toxicidad sistémica, la cual se vería limitada en su aplicabilidad debido a  la permeabilidad 
restringida de esta tipo de aplicación de las drogas. A este respecto, Nagle et al. (2011) 
concluyeron que la mezcla de las drogas con el Mentol aumenta la penetración de estas en la 
piel. En relación a la posible toxicidad de esta molécula, hoy se sabe que es un terpeno con 
elevada actividad hemolítica causando lesiones celulares de manera dosis-dependiente 
(Mendanha et al., 2013). 
La Pulegona es un monoterpeno cetona presente en algunas plantas medicinales 
como se ha visto, que ha sido usado para inducir la menstruación y provocar el aborto. Altas 
dosis de aceites esenciales de las plantas que la contienen generan daños hepáticos, toxicidad 
en el Sistema Nervioso Central, gastritis, toxicidad renal y pulmonar, y muerte en ratas 
(Thorup et al., 1983; Anderson et al., 1996), es hepatotóxica y neumotóxica en ratones 
(Gordon et al., 1982). Mendahna et al., (2013) encuentran que la Pulegona tiene efectos 
hemolíticos y citotóxicos sobre fibroblastos humanos. 
La Quercitina entra en la categoría de sustancias que poseen un amplio rango de 
propiedades biológicas: mejora el riesgo cardiovascular inflamatorio y  es la sustancia prototipo 
para usar en quimioprevención (Russo et al., 2012). Es el candidato más eficaz para 
actividades terapéuticas del edema renal, hipertensión arterial, la creatinina sérica, 
hematocrito, cardiopatías, calcificación de la aorta, amiloidosis glomerular, disminución de 
eritrocitos en la médula ósea, deposición de colágeno, expresión de TNF-α, inactivación de 
caspasa-3, IκBα, PPARα y de niveles séricos de insulina (Peng et al., 2012). La Quercitina es 
un potente antioxidante, pudiendo prevenir la oxidación del ADN, proteínas y lípidos (Makris y  
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Rossiter, 2001). Teicher et al. (1991) encontraron que la Quercitina (200 mg/kg) exhibía 
actividad antiangiogénica, ralentizando el flujo sanguíneo de tumores. Sin embargo, hace 
algunos años Dunnick y Hailey (1992) realizaron estudios de toxicidad y carcinogenicidad de 
Quercitina en ratas machos y hembras, encontrando para esta molécula actividad carcinógena 
en el riñón de la rata macho. 
El d-Limoneno es un componente bioactivo de M. piperita, M. pulegium y T. cordata y 
es usado mundialmente como aroma en cosmética, bebidas, alimentos o goma de mascar. 
Posee propiedades quimiopreventivas (Crowell et al., 1992; Homburger et al., 1971; Maltzman 
et al., 1989; Wattenberg y Coccia, 1991),  quimioterapéuticas (Elegbede et al., 1986 y Haag et 
al., 1992), antidiabéticas (Murali y Saravanan, 2012) e inmunorreguladoras (Lappas y Lappas, 
2012), es ansiolítico para ratones (de Almeida et al., 2012) y alarga la vida de D. melanogaster 
(Fernández-Bedmar et al., 2011).  Aunque puede causar hemolisis en roedores, produciendo 
lesiones celulares de manera dosis dependiente (Mendahna et al., 2013). Aunque el Limoneno 
no fue mutagénico en el Test de Ames con cuatro cepas de Salmonella  typhimurium (TA98, 
TA100, TA1535 y TA1537) (Programa Nacional de Toxicología de 1990) ni en ratas (Turner et 
al., 2001), se consideró un carcinógeno no genotóxico (Tennant and Ashby, 1991). Sin 
embargo existen evidencias recientes de su potencial quimiopreventivo, ya que puede inhibir el 
crecimiento tumoral y la metástasis por la vía apoptótica  Lu et al. (2004), inhibiendo el 
desarrollo de foci crípticos aberrantes (ACF) en colon de ratas Kawamori et al., (1996). Uedo et 
al. en 1999 ya concluyen que el Limoneno puede inhibir diversas etapas de la tumorigénesis en 
diversos modelos animales y estaría siendo evaluado como un agente quimiopreventivo en los 
seres humanos. 
Los ácidos valerénicos (Ácido Valerénico, ácido acetoxivalerénico, ácido 
hidroxivalerenico  y metil valerenato), que son característicos de V. officinalis, exhiben 
citotoxicidad moderada frente a células de cáncer de pulmón y de colon (Bos et al., 1998 a). 
De todos ellos, es concretamente el Ácido Valerénico el mayor responsable de la actividad 
sobre el cuerpo amigdaloide del cerebro inhibiendo la disminución de GABA que resulta en la 
sedación (Del Valle-Mojica et al., 2011). 
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1.10. Objetivo del presente trabajo 
 Los principios activos de las plantas constituyen aún hoy día la base de la mayoría de 
los fármacos y se vienen usando desde la antigüedad no sólo como alimento, sino en forma de 
infusión natural de la planta o de sus aceites esenciales con fines médicos. Además de las 
vitaminas y minerales presentes en las plantas, es la composición en flavonoides, fenoles, 
polifenoles o taninos lo que confiere a cada una la especificidad de su eficacia. 
 Aunque los organismos sean capaces de transformar sustancias naturales en 
xenobióticos, también existen un gran número de sustancias procedentes de plantas o de sus 
productos manufacturados que tienen elevados efectos antioxidantes y antiinflamatorios, y 
algunos de ellos exhiben actividad antipromotora de tumores en carcinogénesis experimental. 
Por ello, la evaluación genotoxicológica, antigenotoxicológica y citotóxica de las plantas 
medicinales seleccionadas debe llevarse a cabo relacionándola con otras para posicionar su 
valor relativo. 
 El objetivo general de nuestro trabajo será estudiar por primera vez, la relación entre el 
papel en la protección del material genético eucariota in vivo ejercido por plantas medicinales 
de uso mundial y su actividad anticarcinogénica en líneas celulares humanas. 
 Podemos resumir los objetivos específicos del presente trabajo como sigue: 
 Evaluar genotoxicológicamente las infusiones de las plantas medicinales 
seleccionadas, así como sus fenoles más característicos, para establecer su inocuidad 
desde el punto de vista del daño genético. 
 Evaluar antigenotoxicológicamente tales plantas medicinales y fenoles frente al 
Peróxido de Hidrógeno, como un potente mutágeno de tipo oxidativo para determinar 
su potencial preventivo en la defensa frente a agresiones oxidativas en el ADN. 
 Estudiar su capacidad antiproliferativa frente la línea celular HL-60, tanto de las 
infusiones como de la planta completa, y de sus fenoles más significativos, para evaluar 
su posible uso en quimioprevención. 
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2. Materiales y Métodos 
 En este trabajo se han utilizado dos tipos de enfoques: 
 
 Para el análisis de actividad genotóxica y antigenotóxica, el ensayo in vivo de 
mutaciones y recombinaciones somáticas (S.M.A.R.T.) en discos imaginales alares de D. 
melanogaster, descrito por Graf y colaboradores en 1984; 
 Y para determinar la actividad citotóxica,  el  ensayo in vitro  de inhibición del 
crecimiento tumoral en células sanguíneas de la leucemia humana HL-60 
(ECACC/Sigma, Producto nº 98070106).  
 
2.1. Ensayos en Sistema in vivo  de evaluación del daño genético 
 En los ensayos S.M.A.R.T. se analiza la pérdida de heterocigosidad, como consecuencia 
de alteraciones genéticas producidas en células somáticas en mitosis expuestas a las 
sustancias a ensayar. Los tratamientos se realizan sobre larvas de D. melanogaster 
heterocigotas para algún marcador que, en homo o hemicigosis, produce un fenotipo 
distinguible en moscas adultas. Así, las alteraciones genéticas inducidas en las células larvarias 
se detectan, después de la expansión clonal y metamorfosis, como grupos de células mutantes 
en los tejidos adultos. 
 En el caso del ensayo de alas, la población celular que responde a la exposición es la 
que forma el disco imaginal del ala en las larvas de D. melanogaster, y los marcadores 
genéticos utilizados son mwh y flr3, mutaciones que en homocigosis producen un fenotipo 
distinguible al microscopio óptico en las alas de las moscas adultas. 
 La figura 2.1. presenta el protocolo básico a seguir para la realización del ensayo de 
mutación y recombinación somáticas en alas de D. melanogaster. En cada uno de los pasos se 
ha representado la dotación genética del cromosoma 3 ya que para este ensayo se utilizan dos 
estirpes de D. melanogaster, cada una de ellas con marcadores genéticos en el cromosoma 3. 
Ambas estirpes se cruzan y las larvas descendientes se tratan con la sustancia a ensayar. La 
población de larvas tratadas se compone de dos tipos de individuos (mwh/BdS y mwh/flr3), que 
únicamente son distinguibles cuando emergen los adultos. Las moscas generalmente 
analizadas son las transheterocigotas mwh/flr3. En ellas se observa al microscopio óptico (400 
aumentos) la aparición de grupos de células mutantes sobre la superficie del ala de fenotipo 
normal. Estos grupos de células mutantes o manchas pueden ser de fenotipo múltiple wing 
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hairs, flare ó bien estar formados por células adyacentes con ambos fenotipos, en cuyo caso se 
denominan manchas gemelas.  
 
 
 
Figura 2.1. Esquema del protocolo a seguir en el ensayo de mutación y recombinación somática en alas 
de D. melanogaster. 
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 En los diferentes apartados de este capítulo de materiales y métodos se describen en 
detalle cada uno de los pasos a seguir para la realización del ensayo de mutación y 
recombinación somáticas en alas, así como del  ensayo de inhibición del crecimiento tumoral 
en células sanguíneas de la leucemia humana HL-60 (ECACC/Sigma, Producto nº 98070106).  
Previamente haremos referencia a las principales características generales de D. 
melanogaster, y de las estirpes utilizadas, así como de los compuestos estudiados en este 
trabajo. 
 
 2.1.1. Estirpes utilizadas 
 En el presente trabajo de Tesis se han utilizado cuatro estirpes de D. melanogaster, 
cada una de las cuales presenta una o varias mutaciones en el cromosoma 3, que afectan al 
fenotipo del ala y que se utilizan como marcadores. Las cuatro estirpes utilizadas presentan la 
siguiente dotación génica en el cromosoma 3: 
 mwh/mwh 
 flr3/In (3LR)TM3, ri pp sep bx34e es BdS, abreviadamente flr3/TM3, BdS. 
 NORR/NORR; mwh/mwh. 
 NORR/NORR;  flr3/In(3LR)TM3, ri pp sep bx34e es BdS 
 La mutación mwh (múltiple wing hairs) es recesiva y su manifestación fenotípica 
supone que cada célula del ala emite tres o más pelos o tricomas, en lugar del único pelo 
visible al microcopio óptico en las moscas de fenotipo salvaje (Yan et al., 2008). 
 La mutación flr3 (flare) es recesiva y letal en homocigosis para los cigotos, pero no para 
las células somáticas. La expresión del fenotipo flare  en las células somáticas es variable, 
desde pelos cortos, gruesos y puntiagudos, hasta pelos amorfos, a veces como secreciones de 
material melano-quitinoso de forma globular (Ren et al., 2007). Se conocen varios alelos del 
locus flare, denominados sucesivamente flr, flr2, flr3, siendo este último el que portan las cepas 
utilizadas en este estudio. 
 La mutación BdS (Beaded-Serrate) es dominante y afecta a la forma del borde del ala, 
confiriendo a ésta un fenotipo en forma de dientes de sierra, en lugar de la forma redondeada 
del fenotipo salvaje (figura 2.2.). Esta mutación se denominó inicialmente Ser (Serrate), y 
como tal aparece en las publicaciones relativas al ensayo S.M.A.R.T.. En este trabajo, sin 
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embargo, utilizaremos la actual denominación BdS, recogida por Lindsley y Zimm (1992). La 
mutación BdS es viable en homocigosis, aunque inicialmente se pensó que era letal en 
homocigosis y que la letalidad podía ser eliminada por recombinación. El letal recesivo 
estrechamente ligado persiste en muchos de los cromosomas que portan el alelo BdS, de 
manera que este alelo se comporta como letal en homocigosis (Lindsley y Zimm, 1992). 
 
Figura 2.2. Fenotipo normal y Beaded-Serrate.  
(Fotografías realizadas por García y Romero, 2004). 
 
Por último, TM3 es una inversión múltiple, que impide el sobrecruzamiento natural en la 
zona que afecta. Tal y como se muestra en la figura 2.3., la inversión TM3 incluye inversiones 
paracéntricas en ambos brazos del cromosoma, así como una inversión pericéntrica. 
 
 
Figura 2.3. Representación de un cromosoma con una inversión pericéntrica L + R superpuesta sobre dos 
inversiones paracéntricas (L, R). 
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En la tabla 2.1. aparece la posición de los marcadores utilizados a lo largo del 
cromosoma 3. Tomado de Lindsley y Zimm (1992). 
Tabla 2.1. Marcadores de las estirpes de Drosophila utilizadas en el ensayo de alas. 
Mutación Localización Descubridor 
mhw 3 – 0.3 Di  Pasquale (1951) 
flr
3
 3 – 38.8 García-Bellido y Dapena (1974) 
Centrómero 3 – 47.7  
Bd
S
 3 – 91.9 Spencer (1939) 
 
La estirpe flr3/TM3, BdS es transheterocigota, de manera que la inversión evita la 
posibilidad de que los marcadores puedan aparecer en posición cis. El hecho de que las 
mutaciones sean letales en homocigosis permite el mantenimiento de la heterocigosidad de la 
cepa, puesto que los individuos homocigotos para cualquiera de las dos mutaciones mueren 
(figura 2.4.).  
 
Figura 2.4. Mantenimiento de la estirpe flr3 / TM3, BdS (se muestra el cromosoma 3). 
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 2.1.2. Mantenimiento de las estirpes 
Las estirpes utilizadas para los experimentos se mantienen en el laboratorio mediante 
cambios en días alternos en frascos de vidrio,  alimentándolas con medio de cultivo casero. 
Para la preparación del medio casero ponemos a calentar 900 ml de agua con el cloruro sódico 
(0.5 g). Cuando esté caliente se añade el agar (previamente disuelto en  100 ml de agua). Se 
remueve hasta que rompa a hervir, momento en el que se añaden la levadura (100 g) y el 
azúcar (25 g). La mezcla se hierve durante unos 5 minutos. Se deja enfriar hasta 55 ºC y se 
añaden el ácido propiónico (5 ml)  y el sulfato de estreptomicina (3.5 ml) de una solución al 
0.2 %. Una vez finalizada la cocción y antes de que el medio solidifique se vierte en los botes 
una pequeña cantidad. Esto permite tener una batería de frascos en los que tenemos moscas 
en cada uno de los diferentes estadios de desarrollo, siendo posible en cualquier momento 
obtener hembras vírgenes de alguno de los botes (ver más adelante). 
 
 2.1.3. Manejo de los adultos 
 La transferencia de las moscas de un frasco a otro para el mantenimiento de las 
estirpes se realiza directamente, volcando el bote y vaciando su contenido sobre el frasco con 
medio fresco. Sin embargo, a veces se necesita inspeccionar el fenotipo de las moscas, o 
separar machos y hembras. Entonces es necesario anestesiar las moscas, bien con éter etílico 
o con CO2. En nuestro caso, hemos utilizado CO2.  
 
 2.1.4. Obtención de hembras vírgenes 
 Para realizar cruzamientos entre individuos de diferentes estirpes, debemos 
asegurarnos de que las hembras utilizadas son vírgenes. Las hembras de D. melanogaster son 
sexualmente maduras al cabo de unas 8 horas desde la eclosión, por lo que para el aislamiento 
de hembras vírgenes se procede de la siguiente forma: 
 Entre la batería de botes disponibles, se seleccionan aquellos en los que haya pupas 
oscuras (a punto de eclosionar). Se vacían los botes de adultos, asegurándose que no queda 
ninguno en el interior. Se incuban los frascos a 25ºC y, al cabo de 5 ó 6 horas, se anestesian 
las moscas que hayan emergido, se separan por sexos, almacenándose las hembras (que 
serán vírgenes) en un bote con medio fresco y descartando los machos. 
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 2.1.5. Realización de los cruces  
 Los cruzamientos se realizan con 100-200 hembras vírgenes y unos 70-120 machos (ya 
que un macho puede fecundar varias hembras). Para obtener suficiente número de huevos, 
tanto hembras como machos no deben ser excesivamente jóvenes. Normalmente se realizan 
los cruzamientos con moscas de al menos un día de edad y se mantienen 48 horas antes de 
iniciar la puesta de huevos. En este trabajo se han utilizado cuatro tipos de cruzamientos:  
 1º Cruzamiento estándar:    ♀ mwh/mwh X ♂  flr3/TM3, BdS 
 2º Cruzamiento NORR:        ♀ NORR/NORR; mwh/mwh X  ♂  NORR; flr3/TM3, BdS 
3º Cruzamiento estándar:    ♀ flr3/TM3, BdS  X  ♂  mwh/mwh  
 4º Cruzamiento NORR:         ♀ NORR/NORR; flr3/TM3, BdS X  ♂  NORR; mwh/mwh 
 Según Campos (2003) no existe efecto parental para la expresión de los genes mwh-
flr3, aconsejándose el uso indistinto de un cruce o el recíproco, pudiéndose seleccionar 
cualquiera de los dos cruces recíprocos, atendiendo solamente a criterios de operatividad del 
laboratorio, tanto en los cruces estándar como en los cruces NORR. Por tanto, solamente se 
hará referencia al tipo de bioactivación (estándar o NORR) a la hora de reflejar los resultados. 
 Las cepas utilizadas para el cruzamiento NORR fueron construidas por Rosana Pacella 
en el departamento de Genética de la Universidad de Witwatersrand (Sudáfrica), y se 
caracterizan por una elevada expresión constitutiva de enzimas implicados en el metabolismo 
de xenobióticos. El procedimiento seguido por Pacella para la construcción de estas cepas fue 
similar al de Frölich y Würgler (1989), quienes construyeron las cepas ORR, sustituyendo los 
cromosomas 1 y 2 de las cepas del cruzamiento estándar por los de una cepa seleccionada por 
su resistencia a DDT, en la que se da una alta expresión constitutiva de los enzimas 
microsomales implicados en el metabolismo de xenobióticos. Así, las cepas ORR también se 
denominan de alta bioactivación. 
La principal desventaja de las cepas ORR era la aparición de un patrón de desarrollo 
distorsionado en las células del ala, responsable de la distribución de los tricomas en forma de 
remolinos. Esto dificultaba el análisis microscópico de las alas de las cepas de alta 
bioactivación desarrolladas por Frölich y Würgler (1989, 1991). Una parte del trabajo de tesis 
doctoral de Pacella (1992) fue localizar el gen responsable de la aparición de dicho patrón, 
denominado paisley (ply) y eliminarlo de la cepa resistente a DDT. Una vez localizado el gen 
ply en el cromosoma 2 y construida la nueva cepa resistente a DDT libre de este gen, Pacella 
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sustituyó los cromosomas 1 y 2 de las cepas estándar utilizadas en el ensayo S.M.A.R.T. por 
los de dicha cepa, construyendo así las cepas NORR, utilizadas en este trabajo. Estas cepas 
mantienen la alta capacidad de activación de xenobióticos, sin presentar las desventajas 
metodológicas propias de las cepas ORR. Estas cepas han sido validadas en diversos trabajos 
ensayando pesticidas (Osaba et al., 1999; 2002) y aditivos alimentarios (El Hamss et al., 
1999). 
 
 2.1.6. Puesta de huevos 
En todos los experimentos realizados en este trabajo se han utilizado larvas de tercer 
estadio. Para evitar diferencias de edad sustanciales en la población de larvas a tratar, se 
mantienen los parentales en botes de puesta de huevos durante 8 horas. Transcurrido este 
tiempo, se retiran los parentales, los cuales pueden utilizarse para nuevas puestas en días 
sucesivos. El tratamiento se realiza al cabo de tres días de la puesta de huevos. Ese día, las 
larvas se recogen a la hora intermedia de las 8 que duró la puesta, es decir, si la puesta de 
huevos se realizó de 9 de la mañana a 5 de la tarde, la recogida de las larvas será a la 1 de la 
tarde. De esta forma, la edad de las larvas tratadas es siempre de 3 días ± 4 horas. 
El medio utilizado para la puesta de huevos está formado por 20 g de levadura fresca y 
5 ml de agua. Se cubre el fondo del bote con una capa de unos 2 cm de levadura fresca 
amasada con un poco de agua. Se pueden añadir las moscas inmediatamente, después de 
asegurarse que la superficie no está demasiado húmeda, evitando así que las moscas se 
queden pegadas. 
 
 2.1.7. Recolección de las larvas 
El día en que se realiza el tratamiento hay que sacar previamente las larvas de los 
frascos de levadura en los que se han desarrollado. El método de extracción consiste 
básicamente en disolver la levadura y lavar. 
Se utiliza NaCl al 20% para disolver la levadura. A medida que se disuelve la levadura 
del bote de puesta de huevos, se vierte la disolución en un embudo de decantación, donde se 
lavan las larvas añadiendo más NaCl 20%. Las larvas, a diferencia de la levadura, flotan sobre 
la solución de sal, por lo que se pueden eliminar todos los restos de levadura abriendo la llave 
del embudo. Después se añade agua del grifo y se recogen las larvas sobre una gasa. Este 
proceso debe ser rápido para evitar que el choque osmótico afecte a la viabilidad de las larvas. 
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 2.1.8. Sustancias analizadas 
 2.1.8.1. Plantas Medicinales: Infusiones 
 Matricaria chamomilla (Manzanilla). Envasada por Pompadour Ibérica S.A., Ctra. a 
Madrid km. 405, Polig. Ind. Las Atalayas, Parc. VIII, 03114 Alicante. R.S.I. 25.00381/A;  
presentada en bolsitas individuales, de un peso aproximado cada bolsita de 1.35 g (x 
25= 33.75 g). 
 Uncaria tomentosa  (Uña de Gato). Elaborada por Sana Flor, Plantas Medicinales, 
de Santiveri; en comprimidos de 480 mg de la corteza de U. tomentosa (Uña de 
gato).D.T.F. José Mª Palies. Nº Reg. Lab. 23 P.M. Reg. D.G.F.P.S. nº 2273 P.M. 60 
comprimidos por caja. 
 Mentha piperita (Menta). Envasada  por Herboristería “CORDOBESA”, Hierbas y 
Plantas Medicinales (al peso). 
 Mentha pulegium  (Poleo). Envasada por Herboristería “CORDOBESA”, Hierbas y 
Plantas Medicinales (al peso). 
 Tilia cordata (Tila). Envasada por Pompadour Ibérica S.A., Ctra. a Madrid km. 405, 
Polig. Ind. Las Atalayas, Parc. VIII, 03114 Alicante. R.S.I. 25.00381/A;  presentada en 
bolsitas individuales, de un peso aproximado cada bolsita de 1.20 g (x 25= 30.00 g). 
 Valeriana officinalis (Valeriana). Envasada por Herboristería “CORDOBESA”, 
Hierbas y Plantas Medicinales (al peso). 
 
 2.1.8.2. Sustancias simples 
 Como controles positivos se han seleccionado 2 compuestos (Sigma-Aldrich) cuya 
actividad genotóxica ha sido suficientemente demostrada anteriormente y que garantizan la 
eficacia del ensayo (Romero-Jiménez, et al., 2005). Estos compuestos son:  
 
Tabla 2.2. Controles positivos seleccionados. 
Fenol (Fórmula) Pm Densidad CAS-Nº Casa Comercial 
Etil carbamato 
(C3H7NO2) 
89.09 g/mol  [51-79-6] Fluka Chemie AG. 
 
Peróxido de 
hidrógeno(H2O2) 
34.01 g/mol 1.11 g/ml [7722-84-1] Fluka Chemie. GmbH 
Sigma-Aldrich. 
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Además de estos compuestos usados como controles positivos, se analizaron los fenoles 
más característicos de las infusiones arriba mencionadas, algunos de los cuales son 
mayoritarios  y están presentes en más de una de las plantas medicinales estudiadas. 
En la tabla 2.3. mostramos  los fenoles seleccionados para el presente estudio.  
 
 
 
 2.1.9. Tratamientos 
En el ensayo de mutación y recombinación somáticas en discos imaginales de alas de 
D. melanogaster se pueden realizar tratamientos crónicos o agudos, con larvas de diferentes 
edades, variando el tiempo de exposición al producto en función de ambas variables (figura 
2.5.). 
En este trabajo hemos realizado tratamientos crónicos con larvas de 3 días. Por lo 
tanto, el tiempo de exposición de las células imaginales al compuesto es de 48 horas.  La 
elección de este tipo de tratamiento está basada en que es el recomendado para el análisis de 
compuestos de actividad genotóxica desconocida, ya que los tratamientos agudos sólo son 
eficaces con compuestos altamente mutagénicos (Graf et al., 1989). El periodo de tratamiento 
comprende aproximadamente las 5 ó 6 últimas rondas de división en las células imaginales 
alares, lo que representa más del 95% de todas las divisiones mitóticas individuales en el 
desarrollo del ala (Frei y Würgler, 1988). 
Tabla 2.3. Fenoles  seleccionados para el estudio. 
Fenol 
 
Fórmula Pm 
(g/mol) 
Densidad 
(g/cm3) 
CAS-Nº Casa Comercial 
Apigenina C15H10O5 270.23  [520-36-5] Fluka Chemie AG. 
Bisabolol C15H26O 222.37 0.92 [515-69-5] 
Fluka Chemie. GmbH 
Sigma-Aldrich. 
DHBA C7H6O4 154.12  [99-50-3] Sigma Aldrich. 
Limoneno C10H16 136.24 0.843 [5989-27-5] 
Fluka Chemie. GmbH 
Sigma-Aldrich. 
Mentol C10H20O 156.27 0.890 [2216-51-5] Fluka. 
Pulegona C10H16O 152.23 0.935 [89-82-7] Fluka; Sigma Aldrich 
Quercitina C15H10O7 302.236 1.799 [6151-25-3] Riedel-de Haën 
Ác. 
Valerénico 
C15H22O2 234.34 
 [3569-10-6] Sigma Aldrich. 
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Figura 2.5. Tipos de tratamientos posibles, según el tiempo de exposición y la edad de las larvas 
tratadas. Modificado de Graf et al. (1984). 
 
Todas las diluciones de las sustancias simples se preparan inmediatamente antes de ser 
utilizadas y se mezclan con el medio instantáneo justo antes de añadir las larvas, para evitar 
posibles modificaciones químicas del producto, que podrían alterar los resultados. 
Se tratan unas 100 larvas por tubo y éstos se incuban a 25ºC hasta que emergen las 
moscas adultas. Éstas se almacenan entonces en etanol al 70%, hasta que se procede a la 
preparación de las alas. 
Para llevar acabo tratamientos con infusiones de Plantas Medicinales, primero 
preparamos la infusión, utilizando el siguiente protocolo, y la dejamos enfriar, hasta los 20 ºC, 
antes de preparar las diluciones: 
 Hervir 100 ml de agua. 
 Pesar 5.52 g de la planta, en el caso de las plantas vendidas al peso. En el caso de la 
Tila y la Manzanilla ponemos 4 bolsitas en las que vienen presentadas, cuyo peso 
aproximado por bolsa es: 
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 Tila ……………….1.55 g/bolsa…………….5.86 g/4 bolsas. 
 Manzanilla………1.80 g/bolsa……………6.47 g/4 bolsas. 
 Poner la planta en el agua y hervir durante 5 minutos. Excepto en el caso de la 
Valeriana, que por ser raíz hervimos durante 7 minutos. 
 Tomar la temperatura de la infusión una vez retirada del fuego, (tabla 2.3.). 
 Dejar 10 minutos reposar y colar la infusión. 
 Dejar bajar la temperatura a 20 ºC antes de preparar las diluciones. 
 
Para el caso de U. tomentosa, que se presenta en comprimidos de 480 mg, el protocolo 
a seguir es el que se detalla a continuación: 
 
 Hervir durante 10 minutos, 8 comprimidos (de 480 mg cada uno) en 2 litros de agua. 
 Se deja enfriar y se guarda en frío, hasta el momento de preparar las diluciones. 
 
Los resultados se expresan en concentración p:v (mg/ml), sin embargo, a la hora de 
trabajar en el laboratorio, por comodidad, lo haremos en tantos por ciento siguiendo la tabla 
que exponemos a continuación. Esto nos facilitará la operatividad en el laboratorio. 
Así se procede en cada caso, para preparar las diluciones (tabla 2.4.)  
Tabla 2.4. Tabla de concentraciones, en porcentajes, para preparar las 
diluciones. 
Planta Medicinal 
% 
H2O 
(ml) 
Medio Instantáneo 
(g) 
Infusion 
(ml) 
0 4 0.850 0 
12.5 3.5 0.850 0.5 
25 3 0.850 1 
50 2 0.850 2 
100 0 0.850 4 
 
El rango de concentraciones de las infusiones se determinó previamente mediante 
ensayos de toxicidad en tratamiento crónico de las larvas. 
Para los ensayos de antigenotoxicidad de las distintas infusiones se le añade la cantidad 
correspondiente de H2O2, en este caso 50 µl/4ml (0.12M). La dosis DL50 para el Peróxido de 
Hidrógeno se estima en una serie de tratamientos de barrido, utilizando dosis de potencias de 
diez. Hicimos un primer barrido grueso en una batería de diluciones desde 0-1000 µl de H2O2, 
y a continuación un barrido fino desde 0-400 µl de H2O2; usando para ello: 
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 Tratamientos agudos con larvas de 3 días ± 4 horas. En estos tratamientos agudos, 
de 4 horas, preparamos Peróxido de Hidrógeno en las siguientes concentraciones: 0, 
50, 500 y 1000 µL/2ml. 
 Tratamientos crónicos. Primero hicimos un barrido grueso para las mismas 
concentraciones de Peróxido de Hidrógeno que para el tratamiento agudo. 
Este rastreo nos confirmó la dosis letal 50 (DL50). Realizamos un segundo tratamiento 
crónico de barrido más fino (0, 25, 50, 100, 200, 300 y 400 µl/ 4 ml de H2O2). De estos 
tratamientos concluimos, observando la supervivencia de la población, que la dosis de Peróxido 
de Hidrógeno adecuada era de 50 µl/4ml (0.12 M). 
En el caso de tratamientos combinados, la preparación los medios de prueba se obtiene 
mezclando en el mismo tubo la solución de sustancia a ensayar con 50 µl/4 ml (0.12 M) y el 
medio instantáneo. Es imprescindible dejar enfriar la infusión (20 ºC) antes de añadir el 
Peróxido de Hidrógeno. La concentración de la infusión usada depende en cada caso de los 
resultados obtenidos en los tratamientos de genotoxicidad previos.  
Para los ensayos S.M.A.R.T. con los fenoles, las concentraciones usadas fueron las 
elegidas después de los ensayos de toxicidad de los citados fenoles, que aparecen en el 
apartado de resultados. Estas concentraciones fueron las utilizadas para los estudios de anti y 
genotoxicidad de los fenoles que sometimos a estudio, así como para los pretratamientos con 
el mutágeno y para los pretratamientos con el fenol a ensayar. Las soluciones madre, a partir 
de las cuales se prepararon las distintas concentraciones ensayadas, se prepararon diluyendo 
cada fenol en etanol al 3%, a excepción de DHBA que se diluyó en agua. 
Para cada uno de los fenoles se analizaron los siguientes rangos de concentraciones: 
Apigenina 0.0625 y 0.5 mM; Bisabolol y DHBA 250 y 1000 mM; Limoneno 1.6 x 10-3 y 1.56 
mM; Mentol 1 y 8 mM; Pulegona 0.38 y 3 mM; Quercitina 0.009 x 10-3 y 0.072 x 10-3 y Ác. 
Valerénico 0.028 x 10-3 y 0.22 x 10-3 mM. 
Así pues para dilucidar el papel antioxidante frente al Peróxido de Hidrógeno de los 
fenoles se han llevado a cabo en principio cuatro tipos de tratamientos: (i) un tratamiento 
simple, (ii) un tratamiento combinado, (iii) un pretratamiento con el Peróxido de Hidrógeno y 
(iv) un pretratamiento con el fenol a ensayar (en ambos casos durante 1 hora). Ya que los 
fenoles destoxifican actuando como aceptores finales o terminators de otros radicales libres. 
En el pretratamiento con el Peróxido de Hidrógeno, después de 1 hora, las larvas eran 
lavadas y sometidas a un  tratamiento crónico para los distintos fenoles a las diferentes 
concentraciones; mientras que para el pretratamiento con el fenol a ensayar, después de 1 
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hora en el fenol, las larvas se lavaban y se exponían a un tratamiento crónico en el Peróxido 
de Hidrógeno (50µl/4ml,  0.12 M). 
 
 2.1.10. Preparación de las alas 
Las moscas almacenadas en etanol al 70%, se analizan bajo la lupa para separar las de 
fenotipo salvaje (que corresponden al genotipo mwh/flr3) y clasificarlas por sexos.  
Las moscas analizadas rutinariamente en el ensayo S.M.A.R.T. de alas son las 
transheterocigotas mwh/flr3. El resto de las moscas tratadas (mwh/BdS) se identifican 
fácilmente por el carácter aserrado (Beaded-Serrate) de las alas y únicamente se analizan 
cuando se desea cuantificar la proporción de actividad genotóxica debida a recombinación 
somática (Zordan et al., 1991; Graf et al., 1992b). La proporción de manchas cuyo origen no 
es debido a recombinación se obtiene restando la frecuencia de manchas mwh en las larvas 
mwh/BdS (originadas únicamente por mutaciones puntuales, ya que la inversión TM3 impide la 
recombinación) a la obtenida en larvas mwh/flr3 (originadas por mutación puntual o 
recombinación). 
Antes de proceder a la preparación de las alas, las moscas almacenadas se lavan en 
agua destilada para retirar los restos de etanol. Después, se embeben en solución Faure y, con 
unas pinzas muy finas, se separan las alas, que se colocan alineadas sobre un portaobjetos. 
Cuando se completan los portaobjetos (con unas 40 alas cada uno), se dejan secar, al menos 
24 horas, en una atmósfera libre de polvo (en el interior de una placa de Petri, por ejemplo). 
Entonces se deja caer una pequeña gota de solución Faure sobre las alas y se coloca encima 
un cubreobjetos sobre el que se depositan unas pesas de entre 250 y 500 g. La preparación se 
deja así unas 24 horas, para permitir que se seque por completo y quede perfectamente fijada. 
Se pueden entonces sellar los bordes con esmalte de uñas y la preparación quede lista para su 
examen (figura 2.6.). 
La solución de Faure utilizada en este trabajo fue elaborada por nosotros y se compone 
de: Goma arábica (30 g), glicerol (20 ml), hidrato cloral (50 g), y agua (50 ml). 
 Esta solución puede utilizarse también diluida al 50% con agua destilada. Esto hace el 
montaje más fácil y el secado de las preparaciones más rápido. También se puede acelerar el 
secado colocando los portas en una estufa a unos 60ºC, ó sobre una placa térmica a unos 
40ºC, durante unos 30 minutos. 
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Figura 2.6. Fotografía a la lupa de un porta (realizada por García y Romero, 2004). 
 
 2.1.11. Análisis microscópico de las alas 
 El ala de D. melanogaster se compone de dos capas de células, dorsal y ventral. En las 
moscas de fenotipo salvaje, cada una de estas células emite un único pelo o tricoma. 
 
 
 
Figura 2.7. Fotografía a la lupa de un ala de D. melanogaster, mostrando los sectores 
analizados en el ensayo S.M.A.R.T. de alas (realizada por García y Romero, 2004). 
 
 El análisis de las alas se realiza bajo un microscopio a 400 aumentos y consiste en 
localizar clones o células individuales que manifiesten fenotipo mutante mwh ó flr, sobre el 
fondo de células de fenotipo salvaje. Para cada clon encontrado, se registra el tamaño y el 
sector del ala en el que se encuentra. Se consideran únicamente los sectores distales del ala: 
A, B, C', C, D', D, E (Graf et al., 1984) (figura 2.7.).  
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 Los tipos de manchas o clones que se pueden encontrar son: 
 
 manchas simples mwh, formadas por células con 3 o más pelos cada una. Se ha 
observado, en las moscas de la línea homocigota mwh, que algunas células emiten 
2 pelos. Sin embargo, también es relativamente frecuente encontrar células con 2 
pelos en alas heterocigotas mwh+/+flr3, que parecen formadas independientemente 
de la mutación mwh. Como criterio, se considera un clon mwh, aquel formado por 
células con múltiples pelos, en el que al menos una de ellas tiene 3 pelos o más, 
aunque también contenga células con 2 únicos pelos. 
Las alteraciones genéticas que pueden dar lugar al fenotipo mwh son: mutación 
puntual, deleción, recombinación mitótica entre los loci mwh y flr, o no disyunción 
(figura 2.8.). 
 
 manchas simples flr3 formadas por células de fenotipo flare. El fenotipo flr no suele 
expresarse completamente en clones pequeños (de menos de 3 células). Según 
Szabad y colaboradores (1983), el producto codificado por el alelo salvaje se diluye 
en las primeras 1 ó 2 divisiones después de la mutación, pero sería todavía 
suficiente para producir el fenotipo normal. Tampoco es frecuente encontrar clones 
flr muy grandes, debido posiblemente a su efecto letal. El fenotipo flr se pone de 
manifiesto principalmente por una mutación puntual o deleción en el alelo salvaje 
de este locus (figura 2.8.). 
 
 manchas gemelas, formadas por células adyacentes de fenotipo mwh y flr, 
respectivamente. Se originan exclusivamente por recombinación mitótica entre el 
locus flr y el centrómero (figura 2.8.). 
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POSIBILIDADES MITOSIS 
           UNA CÉLULA                                                                     CÉLULAS HIJAS 
 
      MITOSIS NORMAL                                                     FENOTIPO SALVAJE 
 
  DELECIÓN ALELO SALVAJE                                         MANCHA SIMPLE mwh 
 
  RECOMBINACIÓN entre flr y centrómero                               MANCHA GEMELA 
 
Figura 2.8. Esquema ilustrativo de la formación de manchas simples mwh, flr
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 y gemelas. 
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POSIBILIDADES MITOSIS 
           UNA CÉLULA                                                                     CÉLULAS HIJAS 
   
  MUTACIÓN ALELO SALVAJE                                              MANCHA SIMPLE flr 
 
  RECOMBINACIÓN entre mwh y flr                                   MANCHA SIMPLE mwh 
 
  MUTACIÓN ALELO SALVAJE                                    MANCHA SIMPLE mwh 
 
Figura 2.8. (cont.) Esquema ilustrativo de la formación de manchas simples mwh, flr
3
 y gemelas. 
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 En la figura 2.9. vemos fotografías en las que aparecen ejemplos de los diferentes tipos 
de manchas que podemos encontrar. 
 Las manchas grandes presentan una forma alargada, longitudinal al eje del ala, 
indicando la dirección principal de crecimiento (García-Bellido y Merriam, 1971), y son 
generalmente continuas. A veces, entre las células mutantes aparecen grupos de células 
salvajes, debido posiblemente a una separación de las células de un clon en desarrollo por 
presiones interiores del tejido o movimientos de células independientes. Como criterio, se 
consideran 2 manchas independientes aquellas separados por 3 o más filas de células salvajes. 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.9. Fotografías de los diferentes tipos de manchas que se pueden encontrar en  el 
ensayo S.M.A.R.T. de alas. A)  mancha simple pequeña mwh; B) mancha simple grande mwh; C) 
mancha simple flr; D) mancha gemela.  
 
Las manchas gemelas y las simples muy grandes son muy poco frecuentes en las alas 
de moscas no tratadas. 
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Ya que la última o penúltima ronda de división ocurre dentro de la pupa (Postlethwait, 
1978), cuando ha cesado la ingestión de alimento, es útil distinguir entre los clones inducidos 
en la pupa (los más pequeños) y los inducidos en etapas más tempranas del desarrollo (los 
más grandes). Así, la distinción de las manchas simples entre las de 3 o más células, y las 
pequeñas (1 ó 2 células), separa las poblaciones celulares diana expuestas durante o después 
de la ingestión del compuesto (Frei y Würgler, 1988). Esta delimitación no es exacta, debido a  
posibles variaciones en el desarrollo, diferencias en las propiedades de los compuestos 
(ingestión, transporte, bioactivación, estabilidad, persistencia, etc.), o, incluso, porque ciertos 
clones pueden tender a permanecer pequeños (Graf et al., 1984). 
 
 2.1.12. Inhibición de la genotoxicidad 
 Indica el porcentaje de reducción de una sustancia ensayada frente a un potente 
mutágeno. Para ello se calcula la diferencia de mutaciones entre el mutágeno sólo y el 
combinado (Sustancia + Mutágeno) referido al mutágeno y se expresa en porcentaje. 
 
 
 
 2.1.13. Tratamiento estadístico 
Los resultados del ensayo S.M.A.R.T. en alas de D. melanogaster se expresan como 
frecuencia relativa del número de manchas por ala. 
 El análisis de los datos obtenidos debe permitir contestar a dos tipos de cuestiones 
fundamentales: 
1º. ¿Existen diferencias entre las frecuencias observadas en sucesivas repeticiones? 
 
2º. ¿Existen diferencias entre las frecuencias observadas entre las series tratadas y los 
controles? 
 
 2.1.13.1. Comparación entre repeticiones 
 Uno de los requisitos que debe cumplir un ensayo de genotoxicidad es que los 
resultados sean reproducibles, es decir, que no varíen significativamente en sucesivas 
repeticiones. 
(Genotoxina – combinado) x 100 / Genotoxina 
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 Cuando tenemos una serie de datos, correspondientes a los resultados de diferentes 
repeticiones del mismo experimento, interesa calcular los estadísticos muestrales, que dan 
información acerca de las características de la muestra analizada. 
 En nuestro caso, los resultados obtenidos en los controles negativos a lo largo del 
tiempo suponen repeticiones sucesivas del mismo experimento, cada una de las cuales es una 
muestra de la población total. 
 Para valorar si las variaciones observadas entre diferentes repeticiones en un mismo 
grupo de datos son estadísticamente significativas, se ha utilizado el procedimiento CATMOD 
del SAS® (Statistic Analysis System) (1995) que analiza las tablas de contingencia de 2 x k 
mediante un modelo lineal. 
 
 2.1.13.2. Comparación entre series tratadas y controles 
Para llegar a determinar si el compuesto analizado puede ser considerado genotóxico, 
se requiere comparar los datos de las series tratadas con las de las series control (sin tratar). 
Se trata de determinar si la frecuencia de manchas que aparece en la serie tratada difiere 
significativamente de la encontrada en los controles, que corresponde a la frecuencia 
espontánea de mutación. 
 La formulación de dos hipótesis alternativas permite emitir un diagnóstico estadístico, 
de manera que el compuesto analizado puede clasificarse como positivo, negativo o 
inconcluyente. 
 Hipótesis nula (H0): "no hay diferencias en la frecuencia de mutación entre el 
control y el tratado". 
 
 Hipótesis alternativa (HA): "el tratamiento supone un incremento de la frecuencia de 
mutación de m veces comparado con la frecuencia esperada por mutación 
espontánea".  
 
 El factor de multiplicación m se fijó originalmente, de forma empírica (Graf et al., 1984; 
Frei y Würgler, 1988) en función de las frecuencias espontáneas normalmente observadas y 
siguiendo la práctica común en otros ensayos de genotoxicidad. Los valores de m utilizados 
son: 2 para manchas pequeñas y totales y 5 para manchas grandes y gemelas, ya que ambos 
tipos de manchas aparecen con una frecuencia espontánea muy baja. 
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 Si se rechaza H0, implica que el tratamiento supone un incremento significativo de la 
frecuencia de mutación. Si, además, se rechaza HA, significa que el tratamiento no produce el 
incremento requerido para considerar el compuesto como claro mutágeno. En este caso el 
compuesto se clasifica como mutágeno débil. 
Si ninguna de las dos hipótesis se rechaza, los resultados se consideran inconcluyentes, 
ya que las dos hipótesis son mutuamente excluyentes y no pueden ser aceptadas a la vez. 
En la tabla 2.5. se resumen los 4 posibles diagnósticos, con sus correspondientes 
probabilidades de error, siendo α y β los niveles de significación a los que se contrastan las 
hipótesis nula y alternativa, respectivamente. El nivel de significación utilizado es α=β=0.05. 
 
 
 Para comprobar las dos hipótesis podemos utilizar dos métodos (Frei y Würgler, 1988): 
 El test binomial condicional 
 La prueba χ2  para proporciones. 
 
Los dos métodos son en principio equivalentes y tienen la ventaja de que no 
necesitamos estimar la frecuencia de mutación espontánea verdadera para comprobar la 
hipótesis alternativa. 
 
 
 
Tabla 2.5. Alternativas posibles para aceptación y rechazo de las hipótesis nula (H0) y alternativa 
(HA). 
 
HIPÓTESIS 
HA 
aceptada (1-β) rechazada (β) 
 
H0 
aceptada(1-α) 
INCONCLUYENTE 
P=(1-α)(1-β)=1-α-β+αβ 
NEGATIVO 
P=(1-α)β=β-αβ 
rechazada(α) 
POSITIVO 
P=α(1-β)=α-αβ 
DEBIL 
P=αβ 
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 Sean: 
Nc =  nº total de alas en el control 
Nt = nº total de alas en el tratado 
nc = nº de manchas en el control 
nt = nº de manchas en el tratado  
n = nc + nt = nº total de manchas  
p0 = proporción de manchas esperadas en el control, según la H0  
p0 = Nc / (Nc + Nt) 
q0 = proporción de manchas esperadas en el tratado, según la H0 
q0=  Nt / (Nc + No) 
pA = proporción de manchas esperadas en el control, según la HA 
pA = Nc / (Nc + mNt) 
qA = Proporción de manchas esperadas en el tratado, según la HA 
qA = mNt / (Nc + mNt)  
pon = nº de manchas esperadas en el control, según la Ho  
q0n = nº de manchas esperadas en el tratado, según la H0  
pAn = nº de manchas esperadas en el control, según la HA  
qAn = nº de manchas esperadas en el tratado, según la HA  
m = factor de multiplicación 
 
 Test binomial condicional 
 Dados los parámetros definidos anteriormente, se calcula la distribución binomial para 
determinar las probabilidades con las que aparecen todos los diferentes resultados posibles 
esperados en un experimento con n mutaciones totales. 
 Así, se rechaza H0 si, 
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 En lugar de calcular las proporciones P0 y PA, se pueden utilizar las tablas de 
Kastenbaum y Bowman (1970) para contrastar las dos hipótesis en el test binomial 
condicional. 
 La hipótesis nula H0 se rechaza si el nº de mutaciones en el grupo tratado (nt) es mayor 
o igual que el de la tabla. La hipótesis alternativa HA se rechaza si el número de mutaciones en 
el control (nc) es mayor o igual al de la tabla. 
 
 Test  χ2 para proporciones 
 Cuando el tamaño muestral es suficientemente alto, la distribución binomial de 
probabilidades se aproxima a una distribución normal. Por lo tanto, el test χ2 es equivalente al 
test binomial si n (nº de manchas totales) no es muy bajo (tomamos n≥5). 
 La fórmula general utilizada para el test χ2 es la descrita anteriormente, aplicando la 
corrección de Yates. Por lo tanto, siendo α=β=0,05 y υ=1 grados de libertad; 
 H0 se rechaza si, 
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y HA se rechaza si, 
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 El valor de χ2(0,05, 1) = 2.706 para un test de una cola. 
 Hay que tener en cuenta que usando el test χ2 para valores de frecuencia de mutación 
muy inferiores o muy superiores al del control, podemos obtener errores en la interpretación 
de los resultados, generalmente por el rechazo de ambas hipótesis, con lo que se obtendría un 
resultado débil. Por ello, si la frecuencia del tratamiento es menos de la mitad de la del control, 
el resultado se puede considerar negativo, y si es mayor de m veces el valor del control, se 
puede considerar como positivo, sin que sea necesario realizar la prueba estadística. 
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 El test de χ2 ha sido utilizado en este trabajo para analizar los datos del cruzamiento 
estándar, mediante un programa de Excel diseñado para un ordenador personal (Campos, 
1999). 
 
 2.1.13.3. Frecuencia de inducción de clones 
 Para cada concentración analizada de cada compuesto, se ha calculado la frecuencia de 
inducción de clones por célula y por división celular. Esto permite comparar la actividad 
genotóxica de diferentes sustancias. 
 La frecuencia de inducción de clones se ha calculado, teniendo en cuenta únicamente 
las manchas mwh (manchas simples mwh  y manchas gemelas), aplicando la siguiente 
fórmula: 
NC
n
f   
Donde: 
f = frecuencia de inducción de clones por célula y por división celular 
n = nº de manchas 
N = nº de alas analizadas 
C = nº de células por ala 
 
 Para este cálculo se ha considerado que el número de células analizadas por ala es 
aproximadamente 24400 (Alonso y Graf, 1989). 
 
 
2.2. Ensayos de Citotoxicidad 
 Para determinar la actividad antiproliferativa y de inhibición del crecimiento tumoral de 
las sustancias analizadas en este estudio, usamos un ensayo de inhibición del crecimiento 
tumoral en células sanguíneas de la leucemia humana HL-60.  Los análisis de citotoxicidad se 
llevaron a cabo usando la prueba de exclusión de Azul Tripán en células humanas de leucemia 
HL-60. La actividad tumoricida de las diferentes plantas medicinales, tanto de la infusión como 
de la planta completa liofilizada, ha sido determinada mediante el seguimiento del crecimiento 
de los cultivos celulares durante 3 días sucesivos. Se obtuvieron las curvas dosis respuesta de 
supervivencia con datos a las 72 horas de tratamiento. 
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 2.2.1. Mantenimiento de las células 
 La línea celular HL-60 utilizada en este trabajo, ha sido cedida por el Dr. José M. Villalba 
Montoro del Departamento de Biología Celular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de 
Córdoba. 
 
 2.2.1.1. Medio de Cultivo 
 El medio de cultivo utilizado es el RPMI-1640 sin L-Glutamina (Cat. nº: BE12-167F, 
Cambrex Bio Science Verviers). Este es un medio incompleto (no tiene todos los componentes 
necesarios para el mantenimiento del cultivo) por lo que se debe complementar para que las 
células puedan proliferar con L-Glutamina (G7513, Sigma), Suero Fetal Bovino (Cat. nº 
S01805, Linus) y una mezcla comercial de antibióticos (Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina, 
A5955, Antimycotic solution 100x stabilised, Sigma). 
Para la preparación del medio de cultivo completo se descongela el suero a 4ºC y se 
calienta 30 min a 56ºC para descomplementarlo. A parte, se descongela la glutamina y la 
mezcla de antibióticos (4ºC). La preparación del medio se realiza en la cámara de flujo vertical 
totalmente estéril. Una vez preparado, al RPMI-1640 (500 ml) se le añade el suero (50 ml), la 
glutamina (5 ml) y la mezcla de antibióticos (5 ml), se mezcla todo bien y  se alícuota para 
evitar posibles contaminaciones, almacenándola a 4ºC hasta su uso. 
 
 2.2.1.2. Cultivo celular 
 Las células son mantenidas en botellas estériles de cultivo in vitro de 40 ml y 25 cm2 de 
superficie con 10 ml de medio líquido RPMI-1640 a 37ºC y una atmósfera del 5% de CO2 en 
oscuridad. Para ello se cultivan en un incubador de CO2. 
 Los cultivos en fase de crecimiento exponencial son refrescados cada 48 h, iniciando un 
nuevo cultivo con una concentración de 250.000 células/ml en 10 ml de medio fresco RPMI 
previamente calentado a 37ºC. De esta forma, las células duplicarán aproximadamente cada 
24 h su número hasta que a las 48 h alcancen el millón de células por mililitro. Llegados a este 
punto se les cambia el medio ya que cuando alcanzan un número cercano a 2.000.000 cél/ml 
el cultivo empieza a morir y no es viable. 
 Las células se conservan en criotubos, en nitrógeno líquido,  hasta su utilización. Los 
cultivos en fase exponencial se centrifugan a 1000-2000 rpm, durante 5 minutos, eliminando el 
sobrenadante y resuspendiendo en 1 ml de suero fetal con 10% de  DMSO. La congelación se 
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efectúa por pasos: en principio se mantienen a 4ºC durante el proceso de concentración   
celular, posteriormente el vial se  lleva a -80ºC durante 72h, después de las cuales se deposita 
en el tanque de nitrógeno líquido.  Antes de su uso, las células se descongelan pasando los 
viales del nitrógeno líquido a hielo picado durante unos minutos, y le añadimos medio RPMi (a 
37ºC), sin suero para lavar las células y diluir el DMSO. A continuación, se centrifuga durante 5 
min a 1000-2000 rpm, descartando el sobrenadante y añadiendo al pellet 10 ml de medio 
completo RPMi. Pudiendo resuspender y sembrar en botellas a la densidad celular deseada 
después de  pasadas 24 horas, después de las cuales se debe  refrescar el medio. 
 
 2.2.2. Sustancias analizadas 
 En las tablas 2.6, 2.7. y 2.8 se detallan las concentraciones finales de plantas y fenoles 
utilizadas en el presente trabajo. 
 
 2.2.2.1. Plantas secas liofilizadas 
Tabla 2.6.  Plantas secas liofilizadas. 
Planta  CONCENTRACION (mg/ml) 
M. chamomilla 0.5 1 2 4 8 16 
U. tomentosa 0.5 1 2 4 8 16 
M. piperita 0.5 1 2 4 8 16 
M. pulegium 0.125 0.25 0.5 1 2 4 
T. cordata 0.075 0.15 0.3 0.6 1.2 2.4 
V.  officinalis 0.125 0.25 0.5 1 2 4 
 
 2.2.2.2. Infusiones liofilizadas  
Tabla 2.7. Infusiones liofilizadas. 
Infusión  CONCENTRACION (mg/ml) 
M.  chamomilla 0.09 0.18 0.36 0.72 1.44 2.88 
U. tomentosa 0.375 0.75 1.5 3 6 12 
M.  piperita 0.078 0.156 0.312 0.625 1.25 2.5 
M.  pulegium 0.09 0.18 0.36 0.78 1.56 3.125 
T. cordata 0.225 0.45 0.9 1.8 3.6 7.2 
V.  officinalis 0.0015 0.003 0.006 0.06 0.6 1.31 
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 2.2.2.3. Fenoles componentes de las plantas  
 
 2.2.3. Tratamientos 
 Dos días previos a la realización del experimento se prepara un cultivo con 250.000 
cél/ml para asegurar a las 48 horas (día del tratamiento), un elevado número de células con la 
intención de tomar la menor cantidad posible de medio viejo que contenga el número de 
células que se desea sembrar. 
 Por otro lado se preparan las soluciones en RPMI del compuesto a ensayar a las 
distintas concentraciones establecidas. 
 El tratamiento se realiza en placas estériles de 12 pocillos no adherentes apropiadas 
para el cultivo de este tipo de células en suspensión. En cada pocillo se colocará una 
concentración distinta del compuesto y un pocillo más con un control negativo al que sólo se le 
añade el medio RPMI con las células. 
 El volumen final de cada pocillo será de 2 ml, iniciando estos cultivos de tratamiento 
con 100.000 cél/ml del cultivo crecido durante 48 h, y completando el resto de volumen con la 
solución del compuesto correspondiente o bien del medio RPMI del control negativo. Primero 
se deposita el volumen que corresponda de la solución al que se le añaden las células. 
 
 2.2.3.1.  Preparación de las Plantas secas liofilizadas 
La planta completa es homogeneizada en una batidora de 700 vatios, pulverizada 
manualmente con  nitrógeno líquido, y pasada por un tamiz de tela; posteriormente se envían 
al Servicio Centralizado de Apoyo a la Investigación donde se liofilizaron. 
Tabla 2.8.  Fenoles componentes de las plantas. 
Fenol CONCENTRACION (mM) 
Apigenina 0.006 0.012 0.023 0.046 0.093 
Bisabolol 0.525 1.05 2.1 4.2 8.4 
DHBA 0.4 0.81 1.63 3.25 6.5 
Limoneno 0.39 0.78 1.55 3.11 6.22 
Mentol 0.8 1.6 3.2 6.4 12.8 
Pulegona 0.78 1.55 2.23 3.1 4.65 6.2 
Quercitina 0.015 0.03 0.06 0.12 0.24 
Ac. Valerénico 0.013 0.027 0.054 0.11 0.214 
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Se prepara una solución madre de la planta en el medio RPMI (previamente calentado a 
37ºC). Una vez bien disuelto, se esteriliza por filtrado (Millipore “non-pyrogenic”, “sterile-R” de 
0.20 m) pasándolo a un bote estéril nuevo. Esta solución será la de mayor concentración en 
el experimento. De ella se obtendrán nuevas soluciones disolviéndola 1:1 hasta la de menor 
concentración. 
 
 2.2.3.2. Preparación de las Infusiones liofilizadas 
 Las infusiones se elaboraron utilizando bolsas individuales, multiplicando por cuatro el 
rango de concentración normal para uso humano (1 bolsa /200ml de agua por taza). Todas las 
infusiones se prepararon hirviéndolas  durante 5 minutos (excepto U. tomentosa que fueron 7 
minutos, por indicación del fabricante). 
 En el caso de los ensayos de citotoxicidad preparamos las infusiones, concentrándolas  
3 veces más que para los ensayos S.M.A.R.T.; posteriormente se enviaron al Servicio 
Centralizado de Apoyo a la Investigación donde se liofilizaron. 
Una vez se prepara la solución madre, las demás se obtienen de la misma forma que 
para el producto liofilizado. A partir de esta solución se prepararon las distintas diluciones que 
se ensayaron en las células HL-60. 
 
 2.2.3.3. Preparación de las Soluciones de los Fenoles 
De cada fenol se preparó su solución madre a partir de la cual se realizaron las distintas 
disoluciones que se ensayaron en células HL-60. Todas las soluciones madre se prepararon 
diluyendo el fenol en etanol al 1 %, a excepción de DHBA que fue diluido en medio RPMi. 
 
 
 2.2.4. Recuento celular 
 Para realizar una siembra de células a partir de un cultivo de mantenimiento, es 
necesario saber el número de células por mililitro, es decir, determinar la concentración celular 
que hay en la botella de mantenimiento y determinar el volumen alícuota que se tomará para 
la siembra. El medio de cultivo debe calentarse a 37 ºC para realizar el cambio. El recuento 
celular es importante para seguir el crecimiento de una población celular y establecer en qué 
fase se encuentra. 
 Materiales y Métodos                                                                                          
 88 
 Para el recuento se utiliza el método del Azul Tripán (T8154, Sigma) que permite  
diferenciar las células vivas de la muertas ya que las vivas aparecen de un color amarillo 
transparente brillante y las muertas se tiñen de azul oscuro (al estar muertas, su membrana 
plasmática no es capaz de expulsar el Tripán y lo acumulan en su citosol tiñéndose). Para ello 
se utiliza la cámara de Neubauer o Hemocitómetro la cual está diseñada  a modo de 
portaobjetos pero con una placa más gruesa de cristal. Contiene dos cámaras iguales y cada 
una de ella consta de lo siguiente: 
 Cuadro central de 1mm de lado y 0.1 ml de profundidad, dividido a su vez en 25 
cuadrados, cada uno de ellos subdividido en 16 cuadrados, con un total de 400 
cuadrados de 0.05 mm de lado. 
 Cuatro cuadrados uno en cada esquina, también de 1 mm de lado cada uno, 
subdivididos en 16 cuadrados de 0.25 mm de lado. 
 El recuento se realiza de la siguiente manera, en primer lugar se toma una alícuota de 
10 l de la botella problema, añadiéndole la misma cantidad de Azul Tripán, se coloca un 
cubreobjetos encima de la cámara y se deposita por capilaridad la alícuota entre la cámara y el 
cubreobjetos. Para el recuento se cuentan las células presentes en los 4 cuadrados de las 
esquinas de las dos cámaras siendo el volumen de cada cuadrado y el cubre de 0.1mm3, es 
decir, 10-4 ml. El número de células, expresado en nº de céls/ml, se obtiene multiplicando nº 
de células contado en un cuadrado x 104. 
 
 2.2.5. Citotoxicidad 
 Para la obtención de las curvas de inhibición de crecimiento tumoral se utilizó la media 
de al menos tres experimentos independientes de las células vivas contabilizadas a las 72 h del 
tratamiento referidas a las células vivas contabilizadas en el control. 
 
 
 Tratamiento estadístico 
Se ha determinado el error típico de los tres experimentos y se añade la curva de ajuste 
que proporciona el programa Excel. En los casos en que hay respuesta para la obtención de las 
curvas de ajuste se aplicó el programa Excel de Microsoft a los datos de medias relativas 
porcentuales y se calculó la concentración inhibitoria 50 (CI50) que es la que inhibe el 
crecimiento al 50%. 
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3. Resultados y Discusión 
Presentaremos los resultados de este estudio, para una mejor discusión de ellos, en dos 
partes bien diferenciadas: 
1. Estudio de la toxicidad, genotoxicidad y antigenotoxicidad utilizando el  MODELO 
S.M.A.R.T. en alas de D. melagonaster, tanto en las infusiones de las plantas medicinales 
seleccionadas como  de sus fenoles más característicos. 
2. Estudio de la citotoxicidad de las infusiones de las plantas medicinales sometidas a 
estudio, así como de la planta completa, y de sus fenoles más característicos, usando la línea 
celular HL-60. 
 
3.1. Modelo S.M.A.R.T. 
 3.1.1. Análisis de los controles y de los cruces seleccionados 
 Para el presente trabajo de genotoxicidad y antigenotoxicidad hemos usado el ensayo 
de mutación y recombinación somática en alas de D. melanogaster, utilizando cuatro tipos de 
cruzamientos: 
Cruzamientos estándar: 
♀  mwh/mwh    X  ♂  flr3/TM3, BdS 
  
♀  flr3/TM3, BdS  X  ♂  mwh/mwh  
 
Cruzamientos NORR: 
♀  NORR/NORR; mwh/mwh    X  ♂  NORR/NORR; flr3/TM3, BdS 
  
♀  NORR/NORR; flr3/TM3, BdS  X  ♂  NORR/NORR; mwh/mwh 
 
 No obstante, a la hora de expresar los resultados únicamente indicaremos si se trata de 
un cruzamiento estándar o NORR, ya que según Campos (2003) no existe efecto parental para 
la expresión de los genes mwh-flr3, aconsejándose el uso indistinto de un cruce o el recíproco, 
pudiéndose seleccionar cualquiera de los dos cruces recíprocos, atendiendo solamente a 
criterios de operatividad del laboratorio. 
 En cada experimento se han analizado varias concentraciones de la planta a ensayar y 
un control negativo (agua) que corresponde al disolvente usado. Del mismo modo se han 
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seleccionado dos controles positivos (etil carbamato y Peróxido de Hidrógeno) para la 
validación periódica del ensayo. En los tratamientos de antimutagenicidad sólo hemos usado el 
Peróxido de Hidrógeno ya que nuestro interés se centra en la destoxificación de lesiones 
producidas por agentes de tipo oxidativo. 
 Después de los preceptivos ensayos preliminares se determinó la DL50 de cada 
infusión, para saber qué rango de dosis deberíamos usar en los distintos experimentos. 
 En cuanto al control positivo Peróxido de Hidrógeno, se realizó una serie de ensayos 
para determinar su DL50. Se seleccionó una batería de concentraciones y se realizó una serie 
de tratamientos agudos y crónicos. En un primer momento se hizo un barrido grueso de 0 a 
1000 μl de H2O2, en tratamientos agudo y crónico; y posteriormente otro más fino de  0 a 400 
μl de H2O2., en tratamiento crónico. Concluyendo que la DL50 para el Peróxido de Hidrógeno 
para tratamientos crónicos sería 0.12 M. 
 Antes de exponer los resultados que se han obtenido para cada una de las plantas 
medicinales, tanto en su estudio genotoxicológico como antigenotoxicológico, presentaremos 
un análisis de los controles utilizados en cada uno de los cruzamientos, estándar y NORR. En 
primer lugar, mostraremos los controles negativos con el fin de comprobar la reproducibilidad 
de los resultados en cada cruzamiento; y a continuación se analizarán los resultados obtenidos 
para los controles positivos, que son los que aseguran la eficacia del ensayo, así como la 
integridad de las cepas utilizadas. 
 Una vez analizados los controles negativos y positivos de cada cruzamiento, estándar y 
NORR, analizaremos los resultados de toxicidad, genotoxicidad y antigenotoxicidad de los 
ensayos diseñados. 
 
 3.1.1.1. Análisis de los controles negativos 
 Se han realizado un total de 8 experimentos definitivos con el cruzamiento estándar y 5 
con el cruzamiento NORR, de alta bioactividad. Los resultados se recogen en la tabla 3.1 en la 
que se presentan los controles negativos de cada experimento. En cada caso se indica el 
número de alas analizadas y la frecuencia observada de manchas pequeñas, grandes y 
gemelas, así como la frecuencia total de manchas.  
 El análisis de heterogeneidad para cada tipo de cruzamiento ha resultado no 
significativo. Es importante resaltar el grado tan alto de reproducibilidad de los ensayos 
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observado, tanto en el cruzamiento estándar como en el NORR, a lo largo del tiempo. Por 
tanto queda demostrada la reproducibilidad del ensayo S.M.A.R.T., tanto en los cruces 
estándar como en los NORR. 
 
Tabla 3.1. Frecuencia de mutación para cada categoría (pequeños, grandes, gemelos y totales) 
obtenidos usando el cruce estándar y NORR, para los controles negativos de diferentes experimentos. 
Fechas 
Número 
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 células) 
m = 5 
Clones gemelos 
m = 5 
Clones totales 
m = 2 
21-1-2000 40     0.33 (13) 0.025 (1) 0 0.35 (14) 
24-2-2000 40 0.33 (13) 0.15 (6) 0 0.48 (19) 
20-3-2000 40 0.45 (18) 0.15 (6) 0 0.6 (24) 
24-3-2000 38 0.52 (20) 0.08 (3) 0 0.6 (23) 
20-10-2003 30 0.46 (14) 0 0 0.46 (14) 
6-11-2003 40 0.4 (16) 0 0.05 (2) 0.45 (18) 
10-11-2003 40 0.45 (18) 0.05 (2) 0 0.5 (20) 
17-11-2003 40 0.43(17) 0.1 (4) 0 0.53 (21) 
TOTAL 308 0.42 (129) 0.07 (22) 0.006 (2) 0.5 (153) 
EXPERIMENTOS CRUCE NORR 
27-1-2000 40 0.53 (21) 0 0 0.53 (21) 
25-2-2000 40 0.52 (22) 0.1 (4) 0.025 (1) 0.68 (27) 
20-3-2000 40 0.3 (12) 0.18 (7) 0 0.48 (19) 
23-3-2000 40 0.7 (28) 0 0,025 (1) 0.73 (29) 
24-3-2000 40 0.6 (24) 0.05 (2) 0 0.65 (26) 
TOTAL 200 0.54 (107) 0.065 (13) 0.01 (2) 0.61 (122) 
 
 Los valores medios para cada cruzamiento son 0.5 mutaciones/ala para los cruces 
estándar y de 0.61 para los NORR. Sólo se observan valores que se alejan algo de la media en 
los cruces estándar del día 20-3-2000 y el 24-3-2000 (ambos con una frecuencia de 0.6); 
mientras que en los cruces NORR existe un mínimo de 0.48 (el día 20-3-2000) y un máximo de 
0.73 (el día 23-3-2000). Este primer bloque de ensayos, en vista a los resultados obtenidos, 
apoya el criterio primario para la validación del test S.M.A.R.T. de homogeneidad dentro del 
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laboratorio. Para los diagnósticos estadísticos de cada compuesto, sin embargo, se utilizó para 
cada ensayo su control concurrente (Frei y Würgler, 1995) para evitar la sobredispersión y el 
tener que trabajar con tablas de contingencia desequilibradas en frecuencias absolutas. 
 Los valores medios estándar, de 0.5, y medios NORR, de 0.61, son diferentes como ya 
han apuntado otros autores (Osaba, 1995; El Hamss et al., 2003; Ramírez-Victoria et al., 2001) 
encontrándose valores más altos de mutación espontánea y más variables entre las cepas 
NORR; esto podría limitar su aplicación en los casos en que no sea necesaria activación 
metabólica. 
 
 3.1.1.2. Análisis de los controles positivos 
 Con el fin de comprobar la integridad de las cepas utilizadas y asegurarnos de que 
ningún factor externo incontrolado afecta a la sensibilidad del ensayo, incluimos el análisis de 
controles positivos. Para ello, usamos compuestos como controles positivos, cuya capacidad 
genotóxica en el ensayo esté sobradamente demostrada, como son  el etil carbamato 
(uretano), que es un promutágeno que necesita una activación metabólica, y el Peróxido de 
Hidrógeno. 
 
 3.1.1.2.1. Etil carbamato 
 El uretano es un mutágeno y carcinógeno muy conocido, que se sabe induce una gran 
variedad de eventos mutacionales y relacionados con el cáncer. Es un promutágeno que se 
activa metabólicamente por el sistema enzimático P-450 (Schlatter y Katz, 1990). Después de 
una epoxidación, forma aductos con el ADN (Gupta y Dani, 1989). 
 Desde hace tiempo se sabe que induce letales recesivos ligados al sexo (Oster, 1955), y 
sobrecruzamiento (Ahmed y Walker, 1975) en D. melanogaster, así como que es capaz de 
originar cánceres en diversos órganos de mamíferos (Nettleship y Henshaw, 1943; Mirvish, 
1968; Stoner, 1991). 
A continuación se muestran los resultados obtenidos para este compuesto en la tabla 
3.2. El uretano, es mutagénico a las concentraciones de 0.005, 0.01 y 0.02 M en el cruce 
estándar y en el de alta bioactivación, produciendo mutaciones simples pequeñas, grandes y 
gemelas, por lo que podemos deducir que induce tanto mutaciones puntuales como 
sobrecruzamiento somático. 
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 En la tabla 3.2. se puede observar que en el cruce estándar el etil carbamato aumenta 
significativamente la tasa de manchas totales (p<0.001) en comparación con el control. El 
efecto del etil carbamato es dosis-dependiente para el total de las mutaciones: la frecuencia en 
el total de manchas pasa de 0.23 en ausencia de etil carbamato a 0.73, 0.96 y 1.5 para las 
concentraciones de 0.005 M, 0.01 M, y 0.02 M, respectivamente. 
 
Tabla 3.2. Frecuencia de mutación para cada categoría (pequeños, grandes, gemelos y totales) 
obtenidos usando el cruce estándar y NORR, para el control positivo Etil-carmabato, a diferentes 
molaridades. 
 
 
 
Concentración 
(M) 
 
 
Número  
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 células) 
m = 5 
Clones gemelos 
m = 5 
Clones totales 
m = 2 
0 160 0.18 (29) 0.031 (5) 0.0125 (2) 0.23 (36) 
0.005 160 0.58 (93)+ 0.094 (15)+ 0.056 (9) + 0.73 (117)+ 
0.01 160 0.85 (136)+ 0.075 (12) i 0.03 (5) i 0.96 (153)+ 
0.02 80 1.3 (104)+ 0.175 (14) + 0.025 (2) i 1.5 (120)+ 
CRUCES NORR 
0 198 0.37 (73) 0.04 (8) 0.015 (3) 0.42 (84) 
0.005 160 1.61 (257)+ 0.46 (74)+ 0.12 (19)+ 2.20 (350) + 
0.01 160 4.3 (687) + 1.38 (221)+ 0.54 (86)+ 6.20 (994) + 
0.02 40 7.35 (294) + 4.40(176)+ 1.45 (58)+ 13.20 (528)+ 
(1)   Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación. Niveles de significación   =  = 0.05, test de una cola sin 
corrección de  Bonferroni. 
 
Los resultados de genotoxicidad obtenidos para el etil carbamato cuando se utiliza el 
cruce NORR de alta bioactivación muestran un aumento significativo de la tasa de mutación en 
las manchas simples y gemelas. A 0.02 M, el etil carbamato aumentó 30 veces las mutaciones 
del control. Las frecuencias obtenidas son muy superiores a las de los cruces estándar. 
También, el total de mutaciones ha aumentado a 3, 6.5 y 8.5 veces para 0.005, 0.01 y 0.02 M 
respectivamente, en relación con el cruce estándar.  
Hemos detectado actividad mutagénica, expresada en un incremento de manchas 
simples pequeñas, grandes y gemelas para el uretano utilizando el cruce de alta bioactivación, 
así como actividad mutagénica para manchas simples pequeñas, grandes y totales cuando se 
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trabaja con el cruce estándar. Las diferencias encontradas entre los dos cruces, estándar y alta 
bioactivación, son semejantes a las halladas por otros autores que han utilizado cepas de alta 
bioactivación del ensayo S.M.A.R.T. Las experiencias de Frölich y Würgler (1990 a) cuando 
utilizan las cepas estándar y las primeras desarrolladas para el sistema S.M.A.R.T. de alta 
bioactivación (cruce ORR) para ensayar la mutagenicidad del uretano, arrojan resultados 
semejantes a los nuestros, aunque como ya se ha explicado en la Introducción de este trabajo 
estas cepas poseían dificultades metodológicas para asignar fenotipos, con la consiguiente 
variabilidad entre experimentos y experimentador. Graf y Van Schaik (1992) trabajando con 
cepas estándar y dos más de alta bioactivación (cepas ORR originarias y cepas ORR 
mejoradas) obtienen los mismos resultados diferenciales entre el cruce estándar y los de alta 
bioactivación. Osaba et al. (1999) y El Hamss et al. (2003) encuentran una frecuencia de 
mutaciones totales superior en el cruce NORR y valores inconclusivos para las manchas 
gemelas en el cruce estándar, mientras que en el NORR los valores para manchas gemelas son 
claramente positivos. 
 
 3.1.1.2.2. Peróxido de Hidrógeno 
El Peróxido de Hidrógeno es un agente generador de especies electrofílicas que puede 
causar numerosos daños, entre ellos el genético (Allen y Tresini, 2000). Existe una vasta 
colección de datos que sugieren que el H2O2 actúa como mutágeno endógeno, siendo 
responsable de algunos de los riesgos más elevados de cáncer, que suelen estar asociados con 
inflamaciones persistentes (Fitzpatrick, 2001). 
D. melanogaster produce catalasa, tanto en estadio larvario, como en el de adulto 
(Nickla et al. 1983). Sin embargo, cuando los individuos son sometidos a estrés por H2O2, se 
observa la estimulación de la síntesis de actina y de proteínas del citoesqueleto, al igual que 
ocurre cuando los individuos son sometidos a estrés térmico (Courgeon et al., 1993). La 
implicación de elementos del citoesqueleto en diversas situaciones de estrés en ésta y otras 
especies (Rodríguez-Ortega, 2003), sugiere que es un mecanismo transversal muy 
generalizado en la respuesta a estímulos externos. El Peróxido de Hidrógeno actuaría 
activando elementos reguladores que se unen al promotor de proteínas de estrés térmico 
(Becker et al., 1991). Se han descrito 215 efectos del Peróxido de Hidrógeno que estimulan a 
más de 100 genes, la mayoría de ellos incrementando la transcripción (Allen y Tresini, 2000). 
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Además de la formación endógena, el Peróxido de Hidrógeno también puede ser 
generado por ciertos alimentos, comprobándose que es mutagénico en procariotas (Dorado et 
al., 1987; Alejandre-Durán et al., 1987; Alonso-Moraga et al., 1988). 
Nuestro grupo ha estudiado por primera vez la genotoxicidad del Peróxido de 
Hidrógeno en el modelo S.M.A.R.T. de alas. Recientemente, se han llevado a cabo experiencias 
con otros agentes oxidantes utilizando el ensayo mutaciones y recombinaciones somáticas de 
ojos w/w+ (Gaivao et al., 1999), encontrándose que los test de mutaciones y recombinaciones 
somáticas son una herramienta apropiada para evaluación de agentes que se comportan como 
inductores de especies reactivas de oxígeno. Estas EROs, las ERNs (especies reactivas de 
nitrógeno) y las especies reactivas de cloro son producidas en animales y en humanos bajo 
condiciones fisiológicas y patológicas (Evans y Hallivell, 2001). 
Al ser nuestras experiencias con Peróxido de Hidrógeno en el test S.M.A.R.T. las 
primeras que se realizaron en Drosophila, realizamos una serie de ensayos preliminares de 
tanteo para determinar la DL50 del Peróxido de Hidrógeno en larvas de D. melanogaster. 
Seleccionamos para ello una batería de concentraciones y realizamos una serie de tratamientos 
agudos y crónicos, obteniendo los resultados que presentaremos en las tablas 3.3.,  3.4., 3.5. 
y 3.6. En ambos tratamientos se hizo un barrido grueso de 0 a 1000 μl de H2O2, y 
posteriormente otro más fino de 0 a 400 μl de H2O2, para un segundo tratamiento agudo, 
según se recoge en las tablas siguientes. 
 
 Tratamiento agudo (con larvas de 3 días ± 4 horas). En un primer barrido grueso 
(durante 4 horas), usamos 20 larvas por cada concentración de  Peróxido de Hidrógeno (tabla 
3.3.), obteniendo los siguientes resultados cualitativos. 
 
Tabla 3.3. Resultados cualitativos obtenidos del tratamiento agudo. (H2O2 al 33%) 
Hora 0 M 0.24 M 2.4 M 4.8 M 
1ª 
Viven 
(5)
 (1)
 
Viven, algunas 
mueren explotadas(7) 
Mueren y huyen, flotan Se enrollan sobre si y 
mueren. 
2ª 
Viven y ahogadas Viven y huyen por la 
gasa 
Huyen por la gasa y 
muertas 
Muertas, no queda 
ninguna en el medio 
3ª ahogadas Algunas vivas Muertas Mueren todas 
4ª flotan Vivas Muertas blancas La mayoría necrosadas 
(1) Población nacida del tratamiento agudo a las distintas concentraciones ensayadas. Las larvas 
recogidas se pasaron al medio para tratamiento hasta que eclosionaron. 
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 Resultados de genotoxicidad de los Tratamientos Agudos 
Los resultados de la actividad genotóxica se muestran en la tabla 3.4. Nuestro estudio 
muestra que el Peróxido de Hidrógeno es genotóxico en el S.M.A.R.T., incrementando la 
frecuencia de la las mutaciones totales. Se observa también que el factor tiempo de exposición 
de las larvas aumenta la frecuencia de las mutaciones y que la viabilidad de las larvas se ve 
afectada por el aumento de concentración y tiempo de exposición (Tabla 3.4). Vistos los 
efectos correlacionados de estos factores, hemos elegido un tratamiento con Peróxido de 
Hidrógeno a una concentración de 0.24 M durante 60 min como control positivo para nuestros 
experimentos con tratamientos agudos.  
 
 
Tabla 3.4.  Frecuencia de las mutaciones totales causadas por diferentes concentraciones de 
Peróxido de Hidrógeno tras distintos tiempos de exposición. 
Concentración 
de 
Peróxido de 
Hidrógeno (M) 
Tiempo de tratamiento  (minutos) 
30 60 90 120 
0 0.36 (30)
(1)
 0.33 (40) 0.54 (24) 0.65 (24) 
0.24 0.36 (40) 0.45 (40) 0.59 (32) INS 
(2)
 
0.48 0.4 (18) 1.22 (22) INS
(2)
 INS
(2)
 
0.60 0.11 (18) 0.3 (10) INS
(2)
 INS
(2)
 
(1) Número de alas analizadas 
(2) Número insuficiente de alas analizadas debido a la baja viabilidad  en estas condiciones. 
 
El efecto mutagénico del Peróxido de Hidrógeno es debido a que genera compuestos 
electrofílicos que producen daño genético (Allen y Tresini, 2000) y está bien establecido que el 
Peróxido de Hidrógeno es un mutágeno endógeno responsable de incrementar el riesgo de 
cáncer asociado a las inflamaciones crónicas (Fitzpatrick, 2001). 
Los radicales de oxígeno derivados del Peróxido de Hidrógeno pueden actuar 
directamente en el genoma, causando daños cromosómicos que inducen mutaciones 
carcinogénicas  (Burcham, 1999) o indirectamente mediante la modulación de la transcripción  
(Cerda y Weitzman, 1997; Du et al., 1994) o suprimiendo las vías normales de reparación del 
ADN (Ghosh y Mitchell, 1999; Hu et al., 1995). López et al. (2002) demostraron que el 
Peróxido de Hidrógeno produce inestabilidad en los microsatélites de células germinales de D. 
melanogaster. Nuestros resultados sobre la genotoxicidad del Peróxido de Hidrógeno usando el 
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modelo in vivo de D. melanogaster indican que este agente es capaz de inducir mutaciones 
somáticas. 
La dosis letal está por debajo de 2.4 M en la cual observamos, que a las dos horas de 
tratamiento, las larvas huyen y están muertas. Confirmaremos esto con un tratamiento crónico 
para las mismas concentraciones de Peróxido de Hidrógeno usadas. 
 
 Tratamientos crónicos. Para corroborar los resultados obtenidos en el 
tratamiento agudo anterior, realizamos un primer tratamiento crónico para la misma batería de 
concentraciones de Peróxido de Hidrógeno, obteniendo los siguientes resultados de este 
primer tratamiento crónico (tabla 3.5.). 
 
Tabla 3.5. Resultados cuantitativos del tratamiento crónico. Barrido grueso. 
Peróxido de Hidrógeno (M) 0 0.12 1.2 2.4 
Población nacidas ( de 100 larvas) 26 20 0 0 
 
Este ensayo nos confirma que la dosis letal está por debajo de los 2.4 M, por lo cual 
ahora realizaremos un tratamiento crónico de barrido más fino, desde 0 µl/4ml hasta 400 
µl/4ml. Preparando las  diluciones que se presentan en la tabla 3.6., al igual que los resultados 
de supervivencia que obtuvimos.  
 
Tabla 3.6. Resultados cuantitativos del tratamiento crónico. Barrido fino. 
Peróxido de Hidrógeno (M) 0 0.06 0.12 0.24 0.48 0.72 0.96 
Población nacidas (de 200 larvas) 176 196 121 110 103 108 91 
 
 
 Concluimos que la DL50 para el Peróxido de Hidrógeno en tratamientos crónicos será 
de 50 μl/4ml, es decir, una concentración 0.12 M.  
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 Resultados de genotoxicidad de los Tratamientos Crónicos 
 
 
 
 El rango seleccionado de concentraciones de Peróxido de Hidrógeno para estudiar su 
genotoxicidad han sido 0.12, 0.18, 0.24, 0.48 M. Como se observa en la tabla 3.7, esta 
molécula presenta un claro efecto mutagénico en los cruces estándar. A la vista de estos 
resultados podemos afirmar que el Peróxido de Hidrógeno es un mutágeno para Drosophila  en 
las concentraciones de 0.12, 0.18, 0.24, 0.48 M. Para el total de manchas, la frecuencia de 
mutación pasa de 0.29 en ausencia de Peróxido de Hidrógeno a entre 0.63 y 0.81 para las 
concentraciones 0.12 M y 0.48 M respectivamente de Peróxido de Hidrógeno. Dicha 
distribución se resume en la figura 3.1. 
 
Tabla 3.7. Frecuencia de mutación para cada categoría (pequeños, grandes, gemelos y totales) 
obtenidos usando el cruce estándar, para el control positivo, Peróxido de Hidrógeno, a diferentes 
molaridades. 
 
 
Concentración 
(M) 
 
 
Número  
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 
células) 
m = 5 
 
Clones 
gemelos 
m = 5 
 
Clones totales 
m = 2 
0 160 0.27 (42) 0.019 (3) 0.0125 (2) 0.29 (47) 
0.12 80 0.6 (48) + 0.025 (2) i 0 0.63 (50)+ 
0.18 80 0.625 (50) + 0.05 (4) i 0.0125 (1) i 0.69 (55) + 
0.24 40 0.775 (29) + 0.025 (1) i 0.025 (1) i 0.78 (31)+ 
0.48 26 0.81 (21) + 0 0 0.81 (21) + 
(1)   Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación. Niveles de significación   =  = 0.05, test de una 
cola sin corrección de  Bonferroni. 
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Figura 3.1. Distribución de las frecuencias de clones totales / ala obtenidos usando el cruce estándar, 
para el control positivo, Peróxido de Hidrógeno, a diferentes molaridades. 
 
 
En el proceso de reducción molecular del oxígeno, el Peróxido de Hidrógeno se 
encuentra en el estadio anterior a la formación de radicales hidroxilo, por lo que sería un 
proveedor sin intermediarios de radicales hidroxilo a la lanzadera de electrofílicos sobre el 
ADN. Experimentalmente, hemos observado en el laboratorio una rápida respuesta de las 
larvas de D. melanogaster al tratamiento con Peróxido de Hidrógeno. Las larvas o bien mueren 
(se han ensayado dosis letales que rondan la DL50) o bien sobreviven desarrollando un color 
blanco más opaco del que normalmente exhiben, así como una textura más dura de sus 
tejidos, y proceden a formar la pupa muy rápidamente. La formación de especies reactivas por 
parte del Peróxido de Hidrógeno es muy rápida y puede desencadenar una larga serie de 
sucesos reguladores de muchos genes y proteínas, entre los que están la catalasa, factores de 
crecimiento, colágeno, ciclooxigenasa-2, factores de choque térmico y proteína quinasa (Allen 
y Tresini, 2000). 
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3.1.1.3. Selección de los cruces Estándar versus NORR para los 
ensayos de Genotoxicidad y Antigenotoxicidad 
 Se llevaron a cabo  experimentos preliminares con una concentración de la infusión  del 
50%, (figura 3.2.) con sus respectivos controles negativos para cada planta, tanto para el 
cruce estándar como para el NORR. 
 
                             Control Negativo Estándar               Control Negativo NORR 
                 Infusión 50 % Estándar                    Infusión 50 % NORR 
 
Figura 3.2. Selección del tipo de cruzamiento (estándar vs NORR) para la realización de los ensayos de 
genotoxicidad y antigenotoxicidad. 
 
El incremento en la frecuencia de mutaciones totales inducido por U. tomentosa en los 
cruzamientos NORR no es significativo, y además no es debido a recombinación somática, sino 
a mutación puntual, ya que el incremento respecto al control no se da en clones de tipo 
gemelo (Graf y Van Schaik ,1992). 
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En los ensayos con las cepas estándar es donde se aprecia mejor el efecto del aumento 
de la frecuencia de formación de clones/ala respecto al aumento de la concentración (efecto 
de dosis); observando en las cepas NORR una respuesta cercana al cero al menos en M. 
chamomilla, M. piperita y V. officinalis. Por lo cual hemos seleccionado el cruzamiento estándar 
para realizar los tratamientos combinados frente al agente oxidante (Peróxido de Hidrógeno). 
El uso de la cepa NORR únicamente complicaría metodológicamente el estudio, ya que 
supondría detectar unas frecuencias de mutaciones basales más elevadas. Aunque existen 
muchos compuestos que son bioactivados por los mutantes NORR, estos suelen ser potentes 
carcinógenos (Graf y Van Schaik, 1992), en cuyo caso afortunadamente no nos encontramos, 
puesto que para este estudio se han usado plantas medicinales de mayoría de las cuales no 
hay datos de que sean carcinogénicas. 
 
3.1.2. Estudio de las Infusiones de las plantas medicinales 
seleccionadas 
En cada experimento se han analizado varias concentraciones de la planta a ensayar y 
un control negativo (agua) que corresponde al disolvente usado. 
Después de los preceptivos ensayos preliminares para determinar la DL50 de cada 
infusión, las dosis utilizadas en los distintos experimentos han sido las que se muestran a 
continuación (tabla 3.8.). 
Tabla 3.8. Dosis utilizadas en los distintos experimentos (mg/ml). 
 
Planta Medicinal 
 
CONCENTRACIONES (mg/ml) 
12.5 %
(1)
 25% 50% 100% 
M. chamomilla 8.09 
(2)
 16.18 32.35 64.70 
U. tomentosa - 0.48 0.96 1.92 
M. piperita - 13.8 27.60 55.20 
M. pulegium - 13.8 27.60 55.20 
T. cordata 7.33 14.65 29.30 58.60 
V. officinalis - 13.8 27.60 55.20 
(1)  Denominación utilizada en las gráficas y tablas siguientes. 
(2)  Dosis usadas para el estudio de la antigenotoxicidad de las plantas medicinales frente al agente 
oxidante aparecen en negrita y subrayada. 
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Para su estudio clasificamos las plantas en tres categorías: 
 Plantas medicinales con actividad antiinflamatoria. 
 Plantas medicinales con actividad digestiva. 
 Plantas medicinales con actividad sedante. 
 
 
3.1.2.1. Plantas con actividad antiinflamatoria: 
M. chamomilla-U. tomentosa 
 
3.1.2.1.1. Resultados de Toxicidad 
Es la primera vez que se estudia la toxicidad de infusiones de estas plantas en D. 
melanogaster, por lo que las escasas comparaciones que podamos hacer han de salvar la 
diferencia en la escala evolutiva entre mamíferos (in vitro e in vivo) e insectos (in vivo) y la 
presentación del compuesto probado por otros autores, ya que a veces suele utilizarse el 
aceite esencial y nosotros hemos usado infusión de las plantas. 
 Se ha ensayado la supervivencia a las concentraciones de 25, 50 y 100% para estas 
dos plantas. Los resultados se muestran en la figura 3.3. 
 
 
Fig. 3.3. Toxicidad de las plantas consideradas antiinflamatorias (expresado en tanto por 1, respecto del 
control negativo). 
 
 Para M. chamomilla podemos observar un ligero aumento y estabilización, mientras 
que  U. tomentosa tiene un efecto constante independientemente de la concentración. Al no 
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observar efecto de dosis en nuestros ensayos, hemos calculado los valores medios de toxicidad 
para cada planta (1 – supervivencia media), encontrando unos valores moderados de 0.3 y  
0,39 para las infusiones de M. chamomilla y U. tomentosa  respectivamente. 
Existen escasos datos sobre toxicidad de las plantas seleccionadas por nosotros. No se 
tiene ninguna referencia de estudios sobre la toxicidad de la infusión en el caso de M. 
chamomilla. Solamente se conocen estudios con el aceite esencial de M. chamomilla, cuyos 
efectos se estudiaron contra el estado larvario L3 de Anisakis  tipo  I; sugiriendo los resultados  
que la actividad larvicida puede resultar de la acción sinérgica de diferentes compuestos del 
aceite esencial de M. chamomilla; además, el aceite esencial no tiene efectos irritantes sobre el 
intestino (Romero et al., 2012). 
Estudios anteriores al nuestro muestran ausencia de toxicidad in vitro en células de 
ovario de hámster chino y en células bacterianas de U. tomentosa (Santa Maria et al, 1997). 
Keplinger et al., (1999) encontraron los extractos acuosos de U. tomentosa  ligeramente 
tóxicos en ratas y humanos cuando se administran crónicamente. Aunque sí se han observado 
efectos tóxicos en términos de hemólisis o aumento de contenido de la metahemoglobina en 
tratamientos con extractos de U. tomentosa, en eritrocitos humanos (Bors et al., 2009). 
Trabajos recientes (Bors et al., 2011) confirman el efecto antioxidante de los extractos de U. 
tomentosa. Un último estudio demuestra cambios en la forma y el tamaño de los eritrocitos 
humanos incubados en extractos de U. tomentosa (Bors et al., 2012). 
 En resumen, los datos que se tienen de las plantas utilizadas respecto a toxicidad o no 
existen (como es el caso de M. chamomilla) o si son ligeramente tóxicos como el caso de U. 
tomentosa, coincidiendo en este caso con los nuestros.  
 
3.1.2.1.2. Resultados de Genotoxicidad-Antigenotoxicidad de M. chamomilla 
y U. tomentosa frente al Peróxido de Hidrógeno 
Las civilizaciones antiguas ya conocían el valor terapéutico de las plantas medicinales. 
El documento sobre plantas medicinales más antiguo conservado hasta nuestros días 
pertenece a la civilización egipcia: es el papiro de Ebers, que data del año 1.500 a.C. y en el 
que ya aparecen, por ejemplo, el ajo y el hinojo. Estos conocimientos fueron difundidos y 
ampliados por griegos y romanos; más tarde, fueron traducidos, profundizados e incluidos en 
recetarios por estudiosos árabes, monjes y alquimistas; y, como siempre, la transmisión oral 
popular también jugó un papel muy importante en su conocimiento y divulgación. La difusión 
de estos saberes se vio notablemente enriquecida por las aportaciones realizadas gracias a la 
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ampliación de las rutas comerciales, que se dirigieron tanto hacia la India y China, como hacia 
el Nuevo Mundo, y que favorecieron un muy importante intercambio de especias y de hierbas 
hasta entonces desconocidas en Occidente, como el jengibre o la canela. 
En el presente apartado hemos contrastado la hipótesis de seguridad o ausencia de 
genotoxicidad de las plantas medicinales antiinflamatorias seleccionadas en el sistema modelo 
eucariótico de D. melanogaster. Subsecuentemente, hemos llevado a cabo ensayos de 
antigenotoxicidad en el mismo sistema para detectar efectos promotores de salud debidos a 
actividad desmutagénica frente al Peróxido de Hidrógeno. 
En la tabla 3.9. se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de genotoxicidad y 
antigenotoxicidad  de las plantas medicinales consideradas antiinflamatorias, y en la figura 3.4. 
podemos ver la distribución de las frecuencias de formación de los clones de ambos ensayos 
realizados para cada una de ellas. 
No poseemos datos previos sobre genotoxicidad de infusiones de M. chamomilla, 
aunque basándonos en sus efectos antiinflamatorios y antioxidantes (Trouillas et al., 2003), 
eran de esperar valores no significativos de genotoxicidad en el test S.M.A.R.T. (frecuencia 
media de 0.6 clones/ala), a pesar de que existen datos positivos para inducción de intercambio 
de cromátidas hermanas por su aceite esencial (Hernández-Ceruelos, et al., 2002). Al igual que 
nosotros, no hemos encontrado referencias sobre extractos de U. tomentosa donde hayan sido 
descritos como mutagénicos, sino todo lo contrario, como se discutirá más adelante. 
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Tabla 3.9. Frecuencia de mutación para cada categoría (pequeños, grandes, gemelos y totales) en 
las plantas antiinflamatorias M. chamomilla y U. tomenosa. 
 
Concentración 
Compuesto 
(mg/ml) 
(M) 
 
Número 
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 
células) 
m = 5 
Clones 
gemelos 
m = 5 
Clones totales 
m = 2 
M. chamomilla 
0 
16.18 
32.35 
64.70 
 
40 
24 
30 
40 
 
0.325 (13) 
0.5 (12) i 
0.43 (13) i 
0.525 (21) i 
 
0.025 (1) 
0.04 (1) i 
0.2 (6) + 
0.1 (4) i 
 
0 
0 
0 
0 
 
0.35 (14) 
0.54 (13) i 
0.63 (19) i 
0.625 (25) i 
0 
0.12 M H2O2 
8.09 
Combinado 
40 
39 
34 
34 
0.45 (18) 
1.025 (40) + 
0.176 (6) - 
0.264 (9) - 
0.05 (2) 
0.026 (1) i 
0.059 (2) i 
0.029 (1) i 
0 
0.026 (1) i 
0.059 (2) i 
0.029 (1) i 
0.5 (20) 
1.08 (42) + 
0.294 (10) - 
0.32 (11) - 
 
U. tomentosa 
0 
0.48 
0.96 
1.92 
 
38 
22 
40 
36 
 
0.52 (20) 
0.64 (14) i 
0.55 (22) - 
0.64 (23) i 
 
0.08 (3) 
0.09 (2) i 
0.1 (4) i 
0.25 (9) i 
 
0 
0 
0 
0 
 
0.6 (23) 
0.73 (16) i 
0.65 (26) - 
0.8 (32) i 
0 
0.12 M H2O2 
0.48 
Combinado 
40 
40 
40 
38 
0.425 (17) 
0.975 (39) + 
0.7 75 (31)  + 
0.553 (21) i 
0.1 (4) 
0.05 (2) - 
0.025 (1)  - 
0.026 (1) - 
0 
0.025 (1) i 
0 
0 
0.525 (21) 
1.05 (42) + 
0.8 (32) i 
0.58 (22) - 
(1) Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación.  Niveles de significación  =  = 0.05, test de una 
cola sin corrección de  Bonferroni. 
NOTA: Los tratamientos combinados consisten en tratamientos conjuntos de la concentración de la 
infusión indicada y 0.12 M H2O2. 
 
En la figura 3.4. observamos un efecto de dosis en M. chamomilla,  aumentando la 
frecuencia de clones totales/ala conforme aumenta la concentración de dicha planta aunque no 
es estadísticamente significativo, mientras que para U. tomentosa observamos un ligero 
aumento en las concentraciones 25 y 100% (con 0.73 clones/ala de media para todas las 
concentraciones). En ninguno de los casos los valores son positivos, es decir, 
significativamente diferentes al control. 
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                               Control Negativo                                  Infusión (25 %)  
              
                                    Control Positivo                                   Infusión (50  %) 
              
         Tratamiento Combinado                      Infusión (100 %) 
     
Figura 3.4. Resultados de Genotoxicidad y Antigenotoxicidad de las plantas del estudio consideradas 
antiinflamatorias. 
 
 
Los resultados obtenidos por nosotros son los primeros en determinar la ausencia de 
genotoxicidad de M. chamomilla (Romero-Jiménez et al., 2005), así como su potencia 
antigenotóxica. Si quisiéramos analizar cuál de sus componentes es el causante de este efecto 
antimutagénico frente a especies reactivas de oxígeno como el Peróxido de Hidrógeno, 
deberíamos analizar independientemente algunos de los candidatos que dan otros autores 
como antioxidantes: (i) el sesquiterpeno α-bisabolol que es moderadamente antioxidante 
(Ruberto y Barata, 2000); (ii) el chamazuleno (Rekka et al., 1996); (iii) el alcaloide apigenina, 
que aunque es tumoricida, es antiinflamatoria (Harborne y Williams, 2000) y  no está descrita 
como antioxidante. Los resultados obtenidos en el presente trabajo son congruentes con la 
actividad antioxidante de M. chamomilla ya que ha conseguido desmutagenizar una importante 
proporción de efectos genotóxicos producidos por el agente oxidante Peróxido de Hidrógeno 
(superior al 70%).  
Genotoxicidad-Antigenotoxicidad 
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U. tomentosa ha destoxificado el 90% de las mutaciones achacables al Peróxido de 
Hidrógeno, luego ha sido un eficaz agente antigenotóxico como antioxidante. Estos resultados 
están de acuerdo con los efectos antimutagénicos que protegen de las lesiones producidas por 
los rayos ultravioleta-A en el test de Ames con activación metabólica (Rizzi et al, 1993 y 
Keplinger 1998); con los de Sheng et al., (2000, a) en los que se descubre que los extractos 
de U. tomentosa potencian la reparación de roturas de ADN de cadena doble y simple; y con 
los de Carretero (2001) en los que se demostró que los extractos de U. tomentosa inhiben la 
actividad mutagénica de procarcinógenos y otros mutágenos causada por el humo del cigarro. 
Parece que la planta es capaz de neutralizar el efecto de sustancias orgánicas con actividad 
oxidante, así como su capacidad para inhibir la expresión de determinados genes inducibles 
durante el proceso inflamatorio; y en general con los datos sobre el potencial antioxidante de 
esta planta (Aquino et al, 1989 y Aquino et al., 1991), citados en el apartado de Introducción 
de este trabajo. Los fenoles Apigenina y Ácido Protocatecuico podrían ser responsables en 
parte de la potencia antigenotóxica observada. 
 
3.1.2.2. Plantas con actividad digestiva: 
M. piperita-M. pulegium 
 
3.1.2.2.1. Resultados de Toxicidad 
Los resultados de supervivencia a las distintas concentraciones (25-50-100%) para 
estas dos plantas se muestran en la siguiente figura 3.5. 
 
Fig. 3.5. Toxicidad de las plantas consideradas digestivas (expresado en tanto por 1, respecto del control 
negativo). 
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Para M. piperita no se observa incremento significativo de la supervivencia en relación a 
la concentración; M. pulegium exhibe un incremento fuerte de la supervivencia a la 
concentración 100%, aunque ninguna de ellas alcanza los valores del control, con valores de 
toxicidad media de 0.74 y 0.40 respectivamente. 
Los trabajos hallados para M. piperita se suelen referir al aceite esencial de la planta. 
Este aceite es mínimamente tóxico en dosis orales, aunque produce lesiones en el cerebelo de 
ratas (Thorup et al., 1983) y se sugiere que es el fenol Pulegona el causante de esta toxicidad, 
por lo que las dosis a utilizar en mamíferos no pueden ser muy altas (Nair, 2001); nosotros 
hemos detectado valores muy elevados de toxicidad para la infusión de menta. M. pulegium en 
infusión produce reacciones hepatotóxicas en humanos (Stickel et al., 2001); estos resultados 
concuerdan con los nuestros. Aunque Teixeira el al, (2012) se atreven a señalar que los 
extractos y aceites esenciales de esta planta de origen mediterráneo tienen un  enorme 
potencial como alternativa a los aditivos químicos para la industria alimentaria.  
 
 
3.1.2.2.2. Resultados de Genotoxicidad-Antigenotoxicidad de M. piperita y M. 
pulegium frente al Peróxido de Hidrógeno 
En la tabla 3.10. se presentan los resultados de los ensayos de genotoxicidad y 
antigenotoxicidad para las dos mentas. Para M. piperita observamos que a las concentraciones 
de 25 % y 50% disminuye la frecuencia de manchas totales por debajo del control negativo; 
este mismo efecto lo observamos en M. pulegium, con valores medios de 0.45 y 0.49 
clones/ala respectivamente. Ninguno de estos valores es estadísticamente superior al control. 
Las infusiones de M. piperita son antivirales y antibacterianas, probablemente debido a 
sus flavonoides (Newton et al., 2002), sin embargo no se ha descrito la capacidad antioxidante 
ni antimutagénica de ellas. Nosotros hemos obtenido un valor para inhibición de 
antigenotoxicidad frente al agente oxidativo Peróxido de Hidrógeno de 66% para esta infusión 
(figura 3.6.). Contrariamente, del aceite esencial de la menta sabemos que induce 
intercambios de cromátidas hermanas, así como que es genotóxico en el test S.M.A.R.T. 
(Lazutka et al., 2001). La discrepancia respecto a no genotoxicidad, y aún más respecto a la 
antigenotoxicidad encontrada por nosotros para infusiones de M. piperita respecto a los datos 
aportados por otros autores usando este mismo ensayo con su aceite esencial, puede no ser 
tal. Los fenoles que contiene la infusión serían antigenotóxicos, mientras que la Pulegona, 
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abundante en el aceite esencial, es tóxica (Gordon et al., 1987); además del mentol que es 
mutagénico en el test del cometa (Kiffe et al., 2003). 
 
Tabla 3.10. Frecuencia de mutación para cada categoría (pequeños, grandes, gemelos y totales). 
 
Concentración 
Compuesto 
(mg/ml) 
(M) 
 
Número 
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 
células) 
m = 5 
Clones 
gemelos 
m = 5 
Clones totales 
m = 2 
M. piperita 
0 
13.80 
27.60 
55.20 
 
40 
28 
32 
26 
 
0.325 (13) 
0.28 (8) - 
0.4 (13) i 
0.5 (13) i 
 
0.15 (6) 
0.11 (3) - 
0  
0.077 (2) - 
 
0 
0 
0 
0 
 
0.48 (19) 
0.39  (11) - 
0.4 (13) - 
0.577 (15) i 
0 
0.12 M  H2O2 
13.8 
Combinado 
40 
40 
40 
40 
0.4 (16) 
0.825 (33) + 
0.35 (14)  - 
0.25 (10) - 
0 
0.05 (2) i 
0 
0.05 (2) i 
0.05 (2) i 
0 
0 
0 
0.45 (18) 
0.875 (35) + 
0.35 (14) - 
0.3 (12) - 
 
M. pulegium 
0 
13.80 
27.60 
55.20 
 
40 
42 
30 
40 
 
0.325 (13) 
0.36 (15) i 
0.33 (10) i 
0.55 (22) i 
 
0.15 (6) 
0.05 (2) - 
0.03 (1) - 
0.175 (7) - 
 
0 
0 
0 
0 
 
0.48 (19) 
0.40 (17) - 
0.37 (11) - 
0.725 (29) i 
0 
0.12 M H2O2 
13.8 
Combinado 
40 
40 
40 
40 
0.4 (16) 
0.825 (33) + 
0.3 (12)  - 
0.25 (10) - 
0 
0.05 (2) i 
0.075 (3) i 
0.025 (1) i 
0.05 (2) i 
0 
0 
0 
0.45 (18) 
0.875 (35) + 
0.375 (15) - 
0.275 1) - 
(1)  Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación.  Niveles de significación  =  = 0.05, test de una cola 
sin corrección de  Bonferroni. 
NOTA: Los tratamientos combinados consisten en: La concentración de la infusión + 0.12 M H2O2. 
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                               Control Negativo                                  Infusión (25 %)  
              
                                    Control Positivo                                   Infusión (50  %) 
              
         Tratamiento Combinado                      Infusión (100 %) 
     
Figura 3.6. Resultados de Genotoxicidad y Antigenotoxicidad de las plantas del estudio consideradas 
digestivas. 
 
 
 No hemos hallado referencias sobre genotoxicidad para infusiones de M. piperita, ni 
de M. pulegium, aunque se tiene el indicador de que M. piperita no es teratogénica cuando se 
usan extractos hidroalcohólicos a ratones durante el periodo embrionario (Golalipour et al., 
2011). Por el contrario, el aceite esencial de M. pulegium no ha resultado genotóxico en el test 
S.M.A.R.T. (Franzios et al., 1997 y Karpouhtsis et al., 1998). Aunque ambas especies tienen 
una composición muy semejante, hemos de apuntar que las diferencias en cuanto a 
genotoxicidad encontradas por diversos autores, se pueden deber a una selección del material 
diferente, ya que en la obtención de los aceites esenciales influyen factores, tanto 
agronómicos, como industriales que pueden originar aceites muy diferentes en composición de 
terpenos debido a una falta de reglamentación o estandarización en la obtención de las 
muestras (Zhou et al., 2004). 
 
Genotoxicidad-Antigenotoxicidad 
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Las infusiones de M. pulegium son antigenotóxicas frente el Peróxido de Hidrógeno en 
el test S.M.A.R.T. (figura 3.6.) con un valor de inhibición de 69 %, así como su aceite cuando 
es ensayado en este mismo test por Francios y colaboradores (1997) y por Karpouhtsis y 
colaboradores (1998). 
Nuestros resultados de antigenotoxicidad de las dos mentas ensayadas frente al 
Peróxido de Hidrógeno son similares, es decir ninguna de las infusiones es genotóxica y ambas 
son antigenotóxicas, mientras que los aceites ensayados por diferentes autores no son 
similares: el aceite esencial de M. piperita es mutagénico para Lazutka y colaboradores (2001) 
y el de M. pulegium no es mutagénico para Francios y colaboradores (1997) ni para 
Karpouhtsis y colaboradores (1998). Los diferentes orígenes y procesos de extracción podrían 
ser la causa de esta discrepancia. 
El extracto etanólico de M. pulegium posee actividad antioxidante in vivo y puede 
emplearse en la protección de tejidos del estrés oxidativo. (Jain et al., 2012). Extractos 
metanólicos de M. pulegium mostraron capacidad antioxidante, actividad antioxidante y 
efectos anti-genotóxicos. Se estudió el efecto antigenotóxico usando el método (SCE) de 
intercambio de cromátidas hermanas. Como resultado, se han demostrado efectos 
antigenotóxicos en cultivos de linfocitos humanos que están en función de su capacidad 
antioxidante (Alpsoy et al., 2011). 
 
3.1.2.3. Plantas con actividad sedante: 
 T. cordata-V. officinalis 
 
3.1.2.3.1. Resultados de Toxicidad 
Los resultados de supervivencia a las distintas concentraciones (25-50-100%) para 
estas plantas con actividad sedante se muestran en la siguiente figura (figura 3.7.). 
T. cordata posee un efecto tóxico medio del 0.27 y V. officinalis no presenta toxicidad 
(sólo un 0.03).  
No se tiene ninguna referencia de estudios sobre la toxicidad de la infusión en el caso 
de T. cordata. Sin embargo,  V. officinalis tomada crónicamente y en grandes cantidades como 
infusión puede producir hepatitis aguda (Caldwell et al., 1994) posiblemente debido a que los 
valeprotriatos poseen efectos citotóxicos (Bos et al., 2002).Contrariamente, Tabach et al., 
(2009) encuentran que la asociación de tres plantas: Crataegus oxyacantha, Passiflora 
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incarnata y V. officinalis (extracto CPV) administradas en altas dosis y durante un largo período 
de tiempo no presenta ninguna toxicidad, dato que está de acuerdo con nuestros resultados. 
 
Fig. 3.7. Toxicidad de las plantas consideradas sedantes (expresada en tanto por 1, respecto del control 
negativo). 
 
 
3.1.2.3.2. Resultados de Genotoxicidad-Antigenotoxicidad de T. cordata y V. 
officinalis frente al Peróxido de Hidrógeno 
T. cordata  no es mutagénica (0.57 clones/ala) (tabla 3.11.) y es antimutagénica en el 
ensayo S.M.A.R.T. llevado a cabo por nosotros, inhibiendo el 68% de la mutaciones inducidas 
por el Peróxido de Hidrógeno (figura 3.8.). Estos resultados completarían los de Yildirim et al. 
(2000) en los que se pone de manifiesto la elevada capacidad antioxidante de extractos 
acuosos de Tilia argentea. 
La infusión de V. officinalis  no es genotóxica en el test S.M.A.R.T. de alas de D. 
melanogaster (induce 0.58 clones/ala, valor no significativo) (tabla 3.11.) y además es 
antigenotóxica (figura 3.8.) con un 70% de inhibición de la actividad genotóxica del Peróxido 
de Hidrógeno. Sin embargo en líneas celulares endoteliales humanas, extractos de la planta 
obtenidos con diclorometano producen roturas en el ADN, por lo que se consideró genotóxica 
(Hui-lian et al., 2003). Respecto a esta discrepancia, podemos indicar que, además de haberse 
ensayado en los organismos modelos diferentes, el sistema de extracción puede tener relación 
con los resultados genotóxicos obtenidos por estos autores. Nuestros resultados estarían más 
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próximos a los de Dèciga-Campos et al., (2007) quienes encuentran que otra especie de 
Valeriana (V. procera) no es mutagénica en el test de Salmonella.  
 
Tabla 3.11. Frecuencia de mutación para cada categoría (pequeños, grandes, gemelos y totales. 
 
Concentración 
Compuesto 
(mg/ml) 
(M) 
 
Número 
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 
células) 
m = 5 
Clones 
gemelos 
m = 5 
Clones totales 
m = 2 
T. cordata 
0 
14.65 
29.30 
58.60 
 
40 
34 
40 
40 
 
0.325 (13) 
0.5 (17) i 
0.55 (22) i 
0.5 (20) i 
 
0.025 (1) 
0.029 (1) i 
0.025 (1) i 
0.125 (5) i 
 
0 
0 
0 
0 
 
0.35 (14) 
0.53 (18) i 
0.58 (23) i 
0.625 (25) i 
0 
0.12 M H2O2 
7.33 
Combinado 
30 
20 
40 
40 
0.46 (14) 
0.85 (17) i 
0.35 (14) - 
0.225 (9) - 
0 
0.1 (2) i 
0.025 (1) i 
0.05 (2) i 
0 
0 
0.025 (1) i 
0.025 (1) i 
0.46 (14) 
0.95 (19) + 
0.4 (16) - 
0.3 (12) - 
 
V. officinalis 
0 
13.80 
27.60 
55.20 
 
40 
44 
38 
40 
 
0.45 (18) 
0.5 (22) - 
0.26 (10) - 
0.475 (19) - 
 
0.15 (6) 
0.068 (3) - 
0.237 (9) - 
0.175 (7) - 
 
0 
0 
0.026 (1) i 
0 
 
0.6 (24) 
0.57 (25) - 
0.53 (20) - 
0.65 (26) - 
0 
0.12 M H2O2 
13.8 
Combinado 
40 
39 
40 
40 
0.45 (18) 
1.025 (40) + 
0.3 75 (15)  - 
0.25 (10) - 
0.05 (2) 
0.026 (1) i 
0.025 (1) i 
0.025 (1) i 
0 
0.026 (1) i 
0 
0.025 (1) i 
0.5 (20) 
1.08 (42) + 
0.4 (16)  - 
      0.3 (12) - 
(1)  Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación.  Niveles de significación  =  = 0.05, test de una 
cola sin corrección de  Bonferroni. 
NOTA: Los tratamientos combinados consisten en: La concentración de la infusión + 0.12 M H2O2. 
 
Para T. cordata vemos un aumento progresivo dosis dependiente de clones totales para 
el 25-50-100% de su concentración; sin embargo para V. officinalis observamos que aumenta 
la frecuencia en 25%, disminuye a 50% para aumentar en 100%, aunque  las dos primeras 
concentraciones inducen incluso menos clones que el control negativo. 
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La tasa de mutación de 0.65 en la concentración más elevada de V. officinalis, debida 
fundamentalmente a un incremento de clones de gran tamaño, se podría haber alcanzado a 
causa del contenido del flavonoide Quercitina, que ya había sido encontrado débilmente 
mutagénico en el test S.M.A.R.T. (Graf et al., 1994). 
 
 
 
                               Control Negativo                                  Infusión (25 %)  
              
                                    Control Positivo                                   Infusión (50  %) 
              
         Tratamiento Combinado                      Infusión (100 %) 
     
Figura 3.8. Resultados de Genotoxicidad y Antigenotoxicidad de las plantas del estudio consideradas 
sedantes. 
 
 
T. cordata y V. officinalis son antimutagénicas frente al Peróxido de Hidrógeno como 
genotoxina, al igual que el resto de las infusiones ensayadas, siendo nuestro resultados los 
primeros que se obtienen sobre esta actividad biológica genoprotectora de ambas plantas en 
infusión.  
Una primera revisión de los resultados nos informa que todas las infusiones ensayadas, 
sin excepción, han sido antimutagénicas frente a los daños que produce el Peróxido de 
Genotoxicidad-Antigenotoxicidad 
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Hidrógeno en el test S.M.A.R.T. Además se observa una reducción de la frecuencia de clones 
totales en todos los casos, excepto en U. tomentosa, por debajo del control negativo (agua y 
medio de cultivo). 
El efecto fuertemente antimutagénico de las infusiones probadas por nosotros, era 
esperable, debido a su uso como antiinflamatorios en muchos casos y a la relación con la 
producción de especies reactivas de oxígeno que conllevan las inflamaciones (Fitzpatrick, 
2001).  
El medio de cultivo instantáneo usado para los tratamientos (North Carolina) es 
completo y posee, como todo alimento, elementos derivados del nitrógeno que pueden 
generar especies reactivas de nitrógeno. La tasa de mutación basal en los controles negativos 
contaría con estas y otras moléculas potencialmente mutagénicas, además de las mutaciones 
espontáneas. Las infusiones de las plantas medicinales estudiadas, a las concentraciones 
ensayadas por nosotros no sólo no son mutagénicas sino que resultan con una frecuencia 
levemente inferior a la de sus controles concurrentes. Este efecto reductor a bajas 
concentraciones puede deberse al alto contenido en fenoles de las infusiones. 
 
Fig. 3.9. Inhibición de efectos genotóxicos del Peróxido de Hidrógeno por las plantas sometidas a estudio. 
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3.1.3. Estudio de los Fenoles de las Plantas medicinales 
seleccionadas 
Las sustancias químicas de las plantas, base de numerosos medicamentos, se 
extrajeron y aislaron por primera vez en el siglo XVIII. Y ha sido precisamente a lo largo de 
estos dos últimos siglos cuando la botánica y el conocimiento de las plantas medicinales han 
adquirido su gran desarrollo. Así, ya en pleno siglo XX, el médico francés H. Leclerc desarrolló 
el concepto de “Fitoterapia”: la ciencia que se ocupa del uso de las plantas medicinales en el 
tratamiento  de las enfermedades.  
Desde entonces esta ciencia ha continuado desarrollándose y beneficiándose de un 
número ingente de plantas: se calcula que existen unas 25.000 especies de plantas 
medicinales (en la actualidad, más de la mitad de los medicamentos siguen teniendo a estas 
plantas como ingrediente principal) y que en las selvas tropicales todavía hay entre 250.000 y 
500.000 especies con propiedades medicinales por catalogar. 
Los fenoles vegetales son antioxidantes y beneficiosos en prevención del cáncer, 
aunque también pueden exhibir propiedades no saludables (e.g. provocar subalimentación por 
inhibición de absorción del hierro de alimentos; (Hurrell et al., 2004)). Se han descrito efectos 
mutagénicos de ciertos flavonoides utilizando ensayos en procariotas (Jurado et al., 1991) y en 
eucariotas (Graf et al., 1994). Son muy variados los mecanismos que se proponen para esta 
actividad mutagénica de los polifenoles: la rotura de ADN y generación de especies reactivas 
de oxígeno, catalización de nitrosilación, inhibición de topoisomerasas, producción de 
aneupliodías y poliploidías (Ferguson, 2001). 
Estos antioxidantes naturales, en ciertas condiciones pueden ejercer actividades 
prooxidantes tóxicas (Rietjens et al., 2002). Por ello es de actual interés evaluar el efecto dual 
de estos agentes fitoquímicos. 
Una vez evaluada la toxicidad, la genotoxicidad y el potencial antigenotóxico de las seis 
plantas medicinales seleccionadas (M. chamomilla, M. piperita, M. pulegium, T. cordata, V. 
officinalis, y  U. tomentosa) (Romero-Jiménez et al., 2005), podemos buscar las causas de sus 
diversas capacidades entre sus componentes activos, fenólicos y terpenos en su mayoría. Por 
ello, la siguiente fase de nuestro trabajo ha sido estudiar el papel de ciertos fenoles en los 
efectos observados en las plantas completas. Para ello se llevaron a cabo ensayos de toxicidad, 
genotoxicidad y antigenotoxicidad utilizando el sistema de detección in vivo de mutaciones 
somáticas y de recombinaciones (S.M.A.R.T.) de D. melanogaster  (Graf et al., 1984). 
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Para dilucidar el papel protector de los fenoles se han llevado a cabo en un primer 
paso, tres tipos de ensayos de antigenotoxicidad: un tratamiento combinado, un 
pretratamiento con el Peróxido de Hidrógeno y un pretratamiento con el fenol a ensayar. Ya 
que se sabe que los fenoles destoxifican actuando como aceptores finales o terminators de 
otros radicales libres. 
 
 3.1.3.1. Fenoles de Plantas con actividad antiinflamatoria (M. 
chamomilla-U. tomentosa): Bisabolol-Apigenina- Ac. Protocatecuico 
Hemos seleccionado los fenoles el Bisabolol, Apigenina  y Ácido Protocatecuico (DHBA) 
como posibles candidatos para explicar la potencia desmutagénica de las plantas M. 
chamomilla y U. tomentosa respectivamente. La figura 3.10. muestra los resultados obtenidos 
en los ensayos de toxicidad del Bisabolol,  la Apigenina y el DHBA.  
 
 3.1.3.1.1. Resultados de Toxicidad 
La supervivencia para el tratamiento con Bisabolol es prácticamente del 100% en D. 
melanogaster (8% de toxicidad media).  El Bisabolol también se ha ensayado frente a células 
normales de glía en ratas, observándose que no afecta a la viabilidad de las mismas (Cavalieri 
et al., 2004). Ambos datos apoyan la propuesta del bisabolol como una sustancia no tóxica a 
poder ser usada en quimioprevención. 
El DHBA es moderadamente tóxico para las larvas de D. melanogaster en nuestros 
ensayos, estando la supervivencia media por encima del 75%. Zhang et al., (2010) 
encontraron que el DHBA es una sustancia neuroprotectora. Posteriormente, los resultados de 
Guan et al., (2011) revelan que el DHBA promueve la diferenciación neuronal y la 
supervivencia a través de la mediación de enzimas antioxidantes endógenos, indicando estos 
estudios que este fenol simple es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica, actividad 
que no todas las sustancias tienen. Tsai y Yin, (2012) encuentran concretamente que la 
ingesta de DHBA disminuye la sobreexpresión de  TNF-alfa e IL-6, y que ello mitigaría el estrés 
inflamatorio en cerebro. También se ha conseguido poner de manifiesto la actividad 
antiinflamatoria y antioxidante de este fenol en la lucha contra el deterioro diabético en 
ratones (Lin et al., 2011). Nuestros resultados estarían parcialmente de acuerdo con estas 
evidencias, ya que todos los autores consultados señalan una protección neuronal y nosotros 
encontramos toxicidad débil o moderada. 
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Fig. 3.10. Curvas de supervivencia en tanto por 1, respecto al control, de los fenoles representativos de 
las plantas medicinales con propiedades antiinflamatorias. 
A 
B 
C 
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Cárdenas et al., (2006) no han detectado actividad de la Apigenina frente a células 
normales mamarias ni fibroblásticas de ratón, aunque anteriormente Harbone  y Wiliams,  
(2000) detectaron inhibición del crecimiento de fibroblastos. Aunque en nuestros experimentos 
de toxicidad no se ha alcanzado la DL50 para este fenol, sí observamos toxicidad a altas 
concentraciones. 
 
 
 3.1.3.1.2. Resultados de Genotoxicidad-Antigenotoxicidad de los Fenoles de  
las plantas medicinales antiinflamatorias  seleccionadas frente al mutágeno 
Las tablas 3.12., 3.13., y 3.14. muestran los resultados obtenidos en los ensayos de 
genotoxicidad del Bisabolol, la Apigenina y el DHBA, así como su antigenotoxicidad frente al 
Peróxido de Hidrógeno, y los resultados de los pre-tratamientos y post-tratamientos frente al 
mutágeno.  
Con la idea de intentar comprender los mecanismos de acción de los fenoles, hemos 
probado por primera vez otro tipo de ensayo de genotoxicidad con pretratamientos que es 
idéntico a una prueba estándar de antigenotoxicidad, donde previamente se han tratado las 
larvas bien con el mutágeno bien con el fenol, para después continuar el tratamiento crónico 
con fenol, o con mutágeno respectivamente. Los pretratamientos fenol/mutágeno y 
mutágeno/fenol nos darán una idea sobre si el efecto benéfico del fenol ensayado es anterior o 
posterior al tratamiento con el mutágeno,  dado que no podemos saberlo en un tratamiento 
combinado. 
Los resultados de la genotoxicidad y antigenotoxicidad del Bisabolol nos muestran que 
este fenol no es mutagénico a las concentraciones ensayadas, obteniendo una frecuencia 
media de clones totales de 0.22, inferior incluso a su control concurrente. Además de ser 
seguro, ha mostrado ejercer una acción antimutagénica frente al daño causado por el Peróxido 
de Hidrógeno, oscilando el porcentaje de inhibición entre el 42 y 51%. Nuestros resultados 
corroboran los de Gomes-Careneiro et al. (2005)  que encontraron que el Bisabolol no es 
mutagénico e induce una reducción del efecto mutagénico contra mutágenos que actúan 
indirectamente en el sistema procariota Salmonella y también los del trabajo de Hernández-
Ceruelos et al.  (2004)  que mostraron que el aceite de esencial de M. chamomilla es capaz de 
bloquear los intercambios entre cromátidas hermanas inducidos por daunorubicina y 
metilmetanosulfonato en la células de la médula ósea de ratón. Se piensa que  el Bisabolol  
induce una reducción dosis-dependiente del efecto mutagénico cuando se ensaya contra 
mutágenos que actúan indirectamente, aunque este efecto no es evidente contra los 
Resultados y Discusión 
 122 
mutágenos directos que no requieren de activación metabólica. Puede ser que este fenol actúe 
inhibiendo la conversión metabólica de los promutágenos a sus metabolitos (Gomes-Carneiro 
et al, 2005). 
Tabla 3.12.  Resultados de genotoxicidad y antigenotoxicidad del Bisabolol frente al Peróxido de 
Hidrógeno, y pre-tratamiento/post-tratamientos de 1 hora de Peróxido de Hidrógeno y Bisabolol. 
 
 
Concentración 
Compuesto 
(M) 
 
 
Núm. 
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones 
simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 
células) 
m = 5 
 
Clones gemelos 
m = 5 
 
Clones totales 
m = 2 
Bisabolol 
0 
0.14 x 10-3 
1.1 x 10-3 
 
34 
40 
40 
 
0.2 (7) 
0.15 (6) i 
0.22 (9) i 
 
0.03 (1) 
0.02 (1) i 
0.05 (2) i 
 
0 
0 
0 
 
0.23 (8) 
0.17 (7) – 
0.27 (11) i 
Combinado 
0 
0.12 H2O2 
0.14 x 10-3 
1.1 x 10-3 
 
34 
40 
40 
40 
 
0.2 (7) 
0.5 (20) + 
0.32 (13) i 
0.27 (11) i 
 
0.03 (1) 
0.05 (2) i 
0 
0 
 
0 
0 
0 
0 
 
0.23 (8) 
0.55 (22) + 
0.32 (13) i 
0.27 (11) i 
Tratamientos -1 hora 
Pre-tratamiento 
0 
0.12 H2O2 
0.14 x 10-3 
1.1 x 10-3 
 
34 
40 
40 
40 
 
0.2 (7) 
0.42 (17) i 
0.37 (15) i 
0.22 (9) i 
 
0.03 (1) 
0.02 (1) i 
0 
0.05 (2) i 
 
0 
0 
0 
0.02 (1) i 
 
0.23 (8) 
0.45 (18) i 
0.37 (15) i 
0.30 (12) i 
Post-tratamiento 
0 
0.12 H2O2 
0.14 x 10-3 
1.1 x 10-3 
 
34 
40 
40 
40 
 
0.2 (7) 
0.5 (20) + 
0.2 (8) i 
0.27 (11) i 
 
0.03 (1) 
0.05 (2) i 
0.02 (1) i 
0.02 (1) i 
 
0 
0 
0 
0.02 (1) i 
 
0.23 (8) 
0.55 (22)+ 
0.22 (9) i 
0.32 (11) i 
(1) Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación.  Niveles de significación  =  = 0.05, test de una 
cola sin corrección de  Bonferroni. 
 
La Apigenina es un flavonoide no tóxico con propiedades que inhiben la promoción de 
los tumores e induce la apoptosis en células cancerosas. Observando los resultados para los 
ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad llevados a cabo con la Apigenina, podemos 
también afirmar que la Apigenina no sólo es segura, no es genotóxica, induciendo una tasa de 
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mutaciones totales por ala inferior al control (0.32 y 0.15 para las dos concentraciones 
ensayadas), sino que también es antigenotóxica y se comporta como un potente antimutágeno 
contra el Peróxido de Hidrógeno en el Test de Mutación y Recombinación Somática en 
tratamientos combinados según nos muestra la tabla 3.13.  
 
Tabla 3.13.  Resultados de genotoxicidad y antigenotoxicidad de la Apigenina frente al Peróxido de 
Hidrógeno, y pre-tratamiento/post-tratamientos de 1 hora de Peróxido de Hidrógeno y Apigenina. 
 
 
Concentración 
Compuesto 
(M) 
 
 
Núm. 
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 
células) 
m = 5 
 
Clones 
gemelos 
m = 5 
 
Clones totales 
m = 2 
Apigenina 
0 
0.06 x 10-3 
0.47 x 10-3 
 
40 
40 
40 
 
0.175 (7) 
0.27 (11) i 
0.07 (3) - 
 
0.05 (2) 
0.05 (2) i 
0.07 (3) i 
 
0.02 (1) 
0 
0 
 
0.25 (10) 
0.32 (13) i 
0.15 (6) - 
Combinado 
0 
0.12 H2O2 
0.12 x 10-3 
0.47 x 10-3 
 
40 
40 
40 
40 
 
0.17 (7) 
0.5 (20) + 
0.30 (11) i 
0.27 (11) i 
 
0.05 (2) 
0.05 (2) i 
0 
0.02 (1) i 
 
0.025 (10) 
0 
00.5 (2) i 
0 
 
0.25 (10) 
0.55 (22) + 
0.36 (13) i 
0.25 (10) i 
Tratamientos -1 hora 
Pre-tratamiento 
0 
0.12 H2O2 
0.06 x 10-3 
0.47 x 10-3 
 
40 
40 
40 
40 
 
0.17 (7) 
0.42 (17) + 
0.3 (12) i 
0.2 (8) i 
 
0.05 (2) 
0.02 (1) i 
0 
0.02 (1) i 
 
0.02 (1) 
0 
0.02 (1) i 
0 
 
0.25 (10) 
0.45 (18) i 
0.32 (13) i 
0.22 (9) i  
Post-tratamiento 
0 
0.12 H2O2 
0.06 x 10-3 
0.47 x 10-3 
 
40 
40 
40 
30 
 
0.17 (7) 
0.5 (20) + 
0.15 (6) i 
0.23 (7) i 
 
0.05 (2) 
0.05 (2) i 
0.02 (1) i 
0.03 (1) i 
 
0.02 (1) 
0 
0 
0 
 
0.25 (10) 
0.55 (22)+ 
0.17 (7) – 
0.26 (8) i  
(1) Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación.  Niveles de significación  =  = 0.05, test de una 
cola sin corrección de  Bonferroni. 
 
El rango de inhibición de la Apigenina ha sido dependiente de la dosis y oscila entre el 
34 y 52% (figura 3.11.), con una media de potencia antimutagénica del 43% para las 
concentraciones ensayadas. La capacidad antimutagénica de la Apigenina no ha sido ensayada 
Resultados y Discusión 
 124 
en células somáticas de Drosophila en proliferación hasta el presente trabajo. Sí se han llevado 
a cabo ensayos de antigenotoxicidad para la Apigenina en Salmonella thyphimurium  
(Miyazawa y Hisama, 2003; Birt et al., 1986; Hashemi et al., 2010)  y en el sistema eucariótico 
de células de ovario de hámster chino (Kuo et al, 1992), encontrándose siempre que es 
antigenotóxica; además tiene un efecto radioprotector dependiente de la dosis en linfocitos 
humanos (Rithidech et al, 2005). Solamente Noel et al. (2006)  detectan efectos clastogénicos 
en el ensayo de micronúcleos de ratón a elevadas dosis. Nosotros podemos por tanto 
confirmar que la Apigenina se comporta como un inactivador de las especies reactivas de 
oxígeno en el modelo S.M.A.R.T. de Drosophila. 
Los resultados obtenidos en los ensayos de genotoxicidad /antigenotoxicidad del Ácido 
Protocatecuico (DHBA) se pueden observar en la siguiente tabla (tabla 3.14.). El DHBA es el 
constituyente fenólico simple mayoritario de U. tomentosa (Gonçalves et al., 2005)  y se piensa 
que sus efectos beneficiosos sobre la salud están asociados a su actividad antioxidante 
(Jayaprakasha et al, 2006), que se ha comprobado es tan elevada como la muy conocida de 
los fenoles contenidos en el aceite de oliva virgen extra (Masella et al., 1999). Esta actividad 
incluye la inhibición de la generación de radicales libres así como la regulación de enzimas que 
participan en la neutralización de tales radicales. Pero los efectos biológicos del DHBA son 
contradictorios en cuanto a genotoxicidad se refiere, ya que se sabe que induce alteraciones al 
nivel cromosómico en células de ovario de hámster chino (Yen y Hsieh, 2000). Podemos 
indicar que el efecto del DHBA es dual y dosis-dependiente,  ya que según su concentración 
exhibe actividades antioxidantes y prooxidantes (Makris y Rossiter, 2001). 
Los resultados de genotoxicidad/antigenotoxicidad del DHBA en el test S.M.A.R.T. de D. 
melanogaster corroboran los de la bibliografía. Este potente test ha puesto en evidencia los 
dos efectos contradictorios (antioxidante/prooxidante) de este fenol. Nuestros datos muestran 
que no es genotóxico a altas concentraciones con 0.39 clones/ala (aunque está en el umbral 
del diagnóstico para genotoxicidad). Se sabe que el DHBA induce peroxidación lipídica 
dependiente del ciclo redox Fe2+/Fe3+ (que es mutagénica) y daño oxidativo en el ADN 
dependiente del ciclo redox Cu+1/Cu+2  (Nakamura et al., 2000 b). 
Por otro lado se puede observar en la gráfica (figura 3.11.) que  es capaz de inhibir 
hasta un 38% la actividad genotóxica del Peróxido de Hidrógeno en tratamientos combinados, 
siendo efecto dependiente de la dosis. También  existen referencias de su actividad 
antigenotóxica, ya que el DHBA inhibe el daño oxidativo en el ADN inducido por Fe2+  (Lodovici 
et al., 2001), y la escisión de las cadenas de ADN originada por los radicales hidroxilo (Ueda et 
al., 1996). 
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Nosotros emitimos nuestra hipótesis, de acuerdo con nuestros resultados y tomando los  
trabajos anteriores hechos sobre la toxicidad del DHBA como referencia, de que este fenol 
tiene una actividad  dosis-dependiente, ya que ejerce une efecto protector contra el estrés 
oxidativo en concentraciones bajas (Liu et al., 2002), mientras que induce un estrés oxidativo 
en animales de laboratorio a concentraciones elevadas (Nakamura et al., 2001 a; Nakamura et 
al., 2001 b).  
 
Tabla 3.14.  Resultados de genotoxicidad y antigenotoxicidad del DHBA frente al Peróxido de 
Hidrógeno, y pre-tratamiento/post-tratamientos de 1 hora de Peróxido de Hidrógeno y DHBA. 
 
 
Concentración 
Compuesto 
(M) 
 
 
Núm. 
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones 
simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 
células) 
m = 5 
 
Clones 
gemelos 
m = 5 
 
Clones totales 
m = 2 
DHBA 
0 
1.6 x 10-3 
6.5 x 10-3 
 
40 
40 
38 
 
0.12 (5) 
0.3 (12) i 
0.36 (14) + 
 
0.05 (2) 
0 
0.02 (1) i 
 
0 
0 
0 
 
0.17 (7) 
0.3 (12) i 
0.39 (15) i 
Combinado 
0 
0.12 H2O2 
1.6 x 10-3 
6.5 x 10-3 
 
40 
40 
40 
12 
 
0.12 (5) 
0.5 (20) + 
0.22 (9) i 
0.33 (4) i 
 
0.05 (2) 
0.05 (2) i 
0.07 (3) i 
0 
 
0 
0 
0.05 (2) i 
0 
 
0.17 (7) 
0.55 (22) + 
0.35 (14) i 
0.33 (4) i  
Tratamientos -1 hora 
Pre-tratamiento 
0 
0.12 H2O2 
1.6 x 10-3 
6.5 x 10-3 
 
40 
40 
26 
40 
 
0.22 (9) 
0.42 (17) i 
0.29 (7) i 
0.10 (2) - 
 
0.02 (1) 
0.02 (1) i 
0.03 (1) i 
0 
 
0.02 (1) 
0 
0 
0 
 
0.27 (11)  
0.45 (18) i 
0.3 (8) i 
0.1 (2) - 
Post-tratamiento 
0 
0.12 H2O2 
1.6 x 10-3 
6.5 x 10-3 
 
40 
40 
40 
40 
 
0.22 (9) 
0.5 (20) + 
0.4 (16) i 
0.3 (12) i 
 
0.02 (1) 
0.05 (2) i 
0 
0.05 (2) i 
 
0.02 (1) 
0 
0 
0 
 
0.27 (11) 
0.55 (22)+ 
0.4 (16) i 
0.35 (14) i 
(1) Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación.  Niveles de significación  =  = 0.05, test de una 
cola sin corrección de  Bonferroni . 
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Los pretratamientos con Apigenina y Bisabolol han exhibido porcentajes de inhibición 
(69.09% a dosis de 0.46 mM y 60% a 0.56 mM respectivamente) más altos que los del 
tratamiento combinado con Peróxido de Hidrógeno. El efecto antimutagénico fue más 
significativo, reduciendo el número de clones/ala simples y el de totales. Nosotros sugerimos 
que esto podría ser debido fundamentalmente a un mecanismo protector directo de los 
radicales libres generados por el Peróxido de Hidrógeno secuestrándolas, y en menor medida a 
la inhibición de enzimas que incluyen a las oxidasas y oxigenasas. El porcentaje de inhibición 
para los ensayos de post-tratamientos con DHBA (90.09%) ha sido mayor que en los ensayos 
de pretratamiento (36.36%) Este fenol parece proteger del daño oxidativo inducido por el 
Peróxido de Hidrógeno fundamentalmente por rutas de inhibición enzimáticas (Nakamura et 
al., 2000, b). Estos resultados indican que los fenoles no pueden revertir a los niveles del 
control todo el daño genético inducido por el mutágeno de tipo oxidativo, pero sí en un 
porcentaje significativo. 
A la vista de los resultados obtenidos para los pre y post-tratamientos con estos tres 
fenoles, que nos indican que la Apigenina y el Bisabolol exhiben sus porcentajes de inhibición 
mayores en los pretratamientos fenólicos y que el Ácido Protocatecuico lo hace en los 
pretratamientos con el Peróxido de Hidrógeno, decidimos usar los tratamientos combinados 
para el resto de fenoles, ya que el tiempo que se consumiría en realizar los análisis por 
triplicado nos hubiera impedido realizar el rastreo en los 8 fenoles seleccionados 
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Fig. 3.11. Inhibición de la genotoxicidad del Peróxido de Hidrógeno por los fenoles estudiados de las 
plantas antiinflamatorias. 
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 3.1.3.2. Fenoles de Plantas con actividad digestiva (M. piperita-M. 
pulegium): Mentol-Pulegona 
Hemos seleccionado los fenoles  Mentol y Pulegona como posibles moléculas causantes 
de la actividad biológica estudiada en las plantas medicinales digestivas seleccionadas. La 
figura 3.12. muestra los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad de estos fenoles.  
 
3.1.3.2.1. Resultados de Toxicidad 
  
  
Fig. 3.12. Curvas de supervivencia en tanto por 1, respecto al control, de los fenoles más representativos 
de las plantas medicinales con propiedades digestivas. 
 
En estos dos fenoles se observa un descenso de la supervivencia claro con el 
aumento de la concentración ensayada, siendo el Mentol  menos tóxico que la Pulegona para 
las larvas de D. melanogaster. Se sabe que  mentol es tóxico también para los eritrocitos y las 
membranas celulares en general (Mendanha et al., 2013; Bernson y Pettersson, 1983). La 
A 
B 
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Pulegona también es tóxica para el hígado, cerebro y pulmones en roedores (Thorup et al., 
1983; Anderson et al., 1996; Gordon et al., 1982), al igual que en nuestros ensayos en D. 
melanogaster. 
 
3.1.3.2.2. Resultados de Genotoxicidad-Antigenotoxicidad de los Fenoles de  
las plantas medicinales digestivas seleccionadas frente al mutágeno 
El Mentol no es genotóxico (tabla 3.15.) en el test S.M.A.R.T. en alas de D. 
melanogaster. Las frecuencias de mutaciones totales por ala han sido inferiores a las de su 
control concurrente para las dos concentraciones ensayadas (0.25 y 0.38 respectivamente). 
 
Tabla 3.15. Resultados de genotoxicidad y antigenotoxicidad del Mentol y Pulegona  frente al Peróxido 
de Hidrógeno. 
 
 
Concentración 
Compuesto 
(M) 
 
 
Núm. 
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 células) 
m = 5 
Clones 
gemelos 
m = 5 
Clones totales 
m = 2 
Controles 
H2O 
0.65  Et-OH 
0.12  H2O2 
 
39 
40 
40 
 
0.23 (9) 
0.4 (16) i 
0.5 (20) + 
 
0.026 (1) 
0  
0 
 
0.026 (1) 
0.025 (1) i 
0.025 (1) i 
 
0.28 (11) 
0.43 (17) i 
0.53 (21) i 
Mentol 
1 x 10-3 
8 x 10-3 
 
40 
8 
 
0.2 (8) - 
0.25 (2) i 
 
0.05 (2) i 
0.125 (1) i 
 
0 
0  
 
0.25 (10) - 
0.38 (3) i 
Pulegona 
0.38 x 10-3 
3  x  10-3 
 
32 
12 
 
0.31 (10) - 
0.67 (8) i 
 
0.094 (3) i 
0.083 (1) i 
 
0  
0 
 
0.41 (13) - 
0.75 (9) i 
TRATAMIENTO COMBINADO 
Mentol 
1 x 10-3 
4 x 10-3 
 
34 
12 
 
0.41 (14) - 
0.42 (5) i 
 
0.09 (3) i 
0  
 
0  
0 
 
0.5 (17) i 
0.42 (5)  i 
Pulegona 
0.38 x 10-3 
3 x 10-3 
 
30 
10 
 
0.5 (15) i 
0.4 (4) i 
 
0.07 (2) i 
0.2 (2) + 
 
0 
0.1 (1) i 
 
0.57 (17) i 
0.7 (7) i 
(1) Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación.  Niveles de significación  =  = 0.05, test de una cola 
sin corrección de  Bonferroni. 
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Nuestros resultados están de acuerdo con los de Murthy et al., (1991) y los de Gomes-
Carneiro et al., (1998) quienes no detectan SCE en linfocitos humanos ni detectan 
genotoxicidad en el test de Ames con o sin bioactivación respectivamente; aunque en hámster 
chino sí se ha observado actividad genotóxica ensayando el test del cometa (Kiffe et al., 2003). 
Contrariamente, nosotros hemos detectado actividad antigenotóxica moderada del Mentol 
(13% de inhibición) contra las mutaciones originadas por el Peróxido de Hidrógeno. 
La tabla 3.15. muestra cómo la Pulegona no es genotóxica en el ensayo S.M.A.R.T., 
aunque se alcanzan valores elevados de mutaciones totales por ala (0.75 para la concentración 
más elevada). Hemos de señalar que, aunque la Pulegona no sea genotóxica en nuestros 
ensayos, sí ha sido la que más alta frecuencia de mutación total ha inducido en D. 
melanogaster, superando al control positivo de Peróxido de Hidrógeno (0.53 mutaciones/ala). 
Existen indicios de que son los metabolitos p-cresol y metofurano, los responsables de su 
toxicidad, disminuyendo la concentración de glutatión, entre otros efectos (Gordon et al., 
1987; Thomasen et al., 1991; Zhou et al., 2004). Recientemente, el Programa Nacional de 
Toxicología ha encontrado los siguientes índices de genotoxicidad para la Pulegona: no es 
mutagénica en el test de S. typhimurium  usando las estirpes TA97, TA98, TA100, and TA1535 
con y sin activación metabólica, aunque en otros ensayos independientes del mismo programa 
usando TA98 y TA100 de S. typhimurium y WP2 uvrA/pKM101 de E. coli, se han obtenido 
resultados positivos. Sin embargo fue no mutagénica en el test de micronúcleos  de ratones 
tanto en machos como en  hembras B6C3F1.  
La tabla 3.15. y la figura 3.12. muestran cómo la Pulegona no tiene actividad 
antigenotóxica. 
 
 
Resultados y Discusión                                                                                        
 131 
 
Fig. 3.12. Inhibición de la genotoxicidad del Peróxido de Hidrógeno por los fenoles estudiados de las 
plantas digestivas. 
 
Sin embargo, el metabolismo de la Pulegona no es tan simple ya que, in vivo, se han 
identificado y caracterizado 14 metabolitos que actúan en la fase I y 10 que actúan en la fase 
II de la bioactivación metabólica,  por lo que podría tener un efecto dualista en el resultado 
final de la genotoxicidad de plantas que la contengan. La figura 3.13. recoge las rutas 
metabólicas esenciales de este terpeno, pudiéndose apreciar que los metabolitos secundarios 
se unen covalentemente a proteínas que intervendrían en la regulación de la expresión génica 
entre otros mecanismos. La presencia de otros fenoles, además de la pulegona,  en las dos 
mentas ensayadas, y con efectos beneficiosos, explicaría los valores límite de este fenol en D. 
melanogaster. 
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Figura 3.13. Rutas de Bioactivación de la pulegona. Tomado de Zhou et al. (2004). 
 
 
3.1.3.3. Fenoles de Plantas con actividad sedante (T. cordata-V. 
officinalis): Quercitina-Limoneno-Ac. Valerénico 
Hemos seleccionado los fenoles  Quercitina, Limoneno y Ac. Valerénico como posibles 
candidatos para explicar la potencia desmutagénica de las plantas medicinales descritas como 
sedantes. La figura 3.14. muestra los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad de 
estos fenoles.  
 
3.1.3.3.1. Resultados de Toxicidad 
La Quercitina no ha resultado tóxica para las larvas de D. melanogaster. Estudios 
histopatológicos en ratas usando Quercitina, arrojan resultados dispares, bien originando 
nefropatías (Harwood et al., 2007) o no (Ferry et al., 1996), aunque ensayos en humanos, 
administrando Quercitina intravenosamente, no muestran ningún signo de nefritis u 
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obstrucción urinaria (Lamson y Brignall, 2000). Nuestros resultados están de acuerdo con la 
mayoría de las experiencias realizadas con este fenol tanto en animales in vivo como en 
ensayos clínicos con humanos. 
El Limoneno no es tóxico para Drosophila a las concentraciones más altas ensayadas. 
Sólo hemos encontrado una referencia en la que se muestra que puede causar toxicidad, 
concretamente hemolisis en roedores, produciendo lesiones celulares (Mendanha et al., 2013). 
El Ácido Valerénico no es tóxico para D. melanogaster. Estos resultados para el 
componente mayoritario de la Valeriana, explican el mismo comportamiento que la planta para 
el ensayo de toxicidad. 
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Fig. 3.14. Curvas de supervivencia en tanto por 1, respecto al control, de los fenoles más representativos 
de las plantas medicinales con propiedades sedantes. 
 
A 
B 
C 
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3.1.3.3.2. Resultados de Genotoxicidad-Antigenotoxicidad de los Fenoles de  
las plantas medicinales sedantes  seleccionadas frente al mutágeno 
La Quercitina no es genotóxica en los ensayos de mutación y recombinación 
somáticas en discos imaginales alares de D. melanogaster llevados a cabo en el presente 
trabajo. Las tasas de mutación para las concentraciones de 0.009 x 10-6 M y 0.072  x 10-6 M 
han sido de 0.3 y 0.41 clones/ala respectivamente. La Quercitina ha resultado mutagénica en 
este mismo ensayo, cuando se han probado concentraciones más elevadas entre 0.05mM y 
5mM (Graf et al., 1994), por lo que se pone de manifiesto la importancia de la dosis cuando se 
trata de comparar resultados incluso del mismo tipo de ensayo. Otros autores han mostrado la 
seguridad de la Quercitina respecto al daño genético en otros ensayos como el del cometa en 
células HepG2 (Ramos et al., 2008; Barcelos et al., 2011), aunque en el ensayo de L-Arabinosa 
de Salmonella ha sido uno de los flavonoides más mutagénicos (Jurado et al., 1991). 
Nuestros resultados están en concordancia con los hallados para mamíferos y humanos. 
Además de no ser genotóxica, la Quercitina ha mostrado ser un potente inhibidor de los 
efectos genotóxicos del Peróxido de Hidrógeno en los ensayos de antigenotoxicidad, con unos 
porcentajes de inhibición del 50-20% para las concentraciones de 0.009 x 10-6 M y  0.072  x 
10-6 M. Ciertos autores también han detectado actividad antigenotóxica frente al agente 
oxidante  tert-butilo hidroperóxido (Ramos et al., 2008) y contra otros agentes oxidativos que 
dañan el ADN como la Aflatoxina B1, el metil metano sulfonato y la doxorubicina (Barcelos et 
al., 2011). 
Los resultados de la tabla  3.16. para genotoxicidad y antigenotoxicidad del Limoneno 
muestran que no es genotóxico, con una frecuencia media de mutaciones totales/ala de 0.30. 
Sin embargo, otros resultados ensayando concentraciones más altas revelan actividad 
genotóxica del limoneno en el Test S.M.A.R.T. del  ala de Drosophila (Fernández-Bedmar et al., 
2011). El  Limoneno puede producir estrés oxidativo y la generación de ROS, actuando como 
un pro-oxidante en la concentración más alta. Este hallazgo concuerda con los resultados en 
células eucariotas, que sugieren que el Limoneno puede actuar como un agente pro-oxidante 
depende de la dosis (Bakkali et al. 2008). Más bien nuestros resultados están de acuerdo con 
el resto de autores para diferentes ensayos. No es mutagénico en el test de Ames para las 
estirpes TA98, TA100, TA1535, TA1537 o TA1538 de Salmonella typhimurium ya sea en el 
presencia o ausencia de activación por la fracción S9 de hígado de rata (Watabe et al., 1980, 
1981; Haworth et al., 1983). No induce intercambio de cromátidas hermanas ni aberraciones 
cromosómicas en células de ovario de hámster chino incluso a dosis tóxicas (Fahrig, 1982). 
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Tabla 3.16. Resultados de genotoxicidad y antigenotoxicidad del Limoneno, Quercitina y Ác. 
Valerénico frente al Peróxido de Hidrógeno. 
 
 
Concentración 
Compuesto 
(M) 
 
 
Núm. 
de 
Alas 
Clones por ala (número de clones) diagnosis (1) 
Clones simples 
pequeños 
(1-2 células) 
m = 2 
Clones simples 
grandes 
(más de 2 
células) 
m = 5 
Clones gemelos 
m = 5 
Clones totales 
m = 2 
Controles 
 H2O 
0.65  Et-OH 
0.12  H2O2 
 
39 
40 
40 
 
0.23 (9) 
0.4 (16) i 
0.5 (20) + 
 
0.026 (1) 
0 
0 
 
0.026 (1) 
0.025 (1) i 
0.025 (1) i 
 
0.28 (11) 
0.43 (17) i 
0.53 (21) i 
Quercitina 
0.009 x 10-3 
0.072  x 10-3 
 
40 
22 
 
0.25 (10) - 
0.36 (8) - 
 
0.05 (2) i 
0.045 (1) i 
 
0 
0 
 
0.3 (12) - 
0.41 (9) i 
Limoneno 
1.6 x 10-6 
1.56 x 10-3 
 
34 
32 
 
0.24 (8) - 
0.31 (10) - 
 
0.029 (1) i 
0 
 
0.029 (1) i 
0 
 
0.29 (10) - 
0.31 (10) - 
Ac. Valerénico 
0.028 x 10-6 
0.22  x 10-6 
 
40 
40 
 
0.48 (19) i 
0.35 (14) - 
 
0 
0.15 (6) + 
 
0 
0.025 (1) i 
 
0.48 (19) i 
0.53 (21) i 
TRATAMIENTO COMBINADO 
Quercitina 
0.009 x 10-6 
0.072  x 10-6 
 
18 
26 
 
0.17 (3) - 
0.23 (6) - 
 
0.06 (1) i 
0.19 (5) + 
 
0 
0 
 
0.22 (4) - 
0.42 (11) - 
Limoneno 
1.6 x 10-6 
1.56 x 10-3 
 
40 
30 
 
0.4 (16) - 
0.3 (9) - 
 
0 
 0.033 (1) i 
 
0 
0.033 (1) i 
 
0.4 (16) - 
0.37 (11) - 
Ac. Valerénico 
0.028 x 10-6 
0.22  x 10-6 
 
40 
28 
 
0.48 (19) i 
0.43 (12) i 
 
0.025 (1) i  
 0 
 
0 
0 
 
0.5  (20) i 
0.43 (12) - 
(1) Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1.988): + (positivo), - (negativo) e  i 
(inconclusivo). m: factor de multiplicación.  Niveles de significación  =  = 0.05, test de una 
cola sin corrección de  Bonferroni. 
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Hemos detectado además actividad antigenotóxica para el Limoneno en el ensayo 
S.M.A.R.T., aunque sus valores son algo más bajos que los de la Quercitina (27%). Estos 
resultados están de acuerdo con los existentes para antigenotoxicidad del Limoneno en otros 
sistemas: e.g. es un eficaz inhibidor de la activación metabólica de nitrosaminas, por lo que se 
propone como un agente quimiopreventivo contra tumorogénesis pulmonar inducida por estos 
carcinógenos (Morse y Toburen, 1996) y ha mostrado también efectos antigenotóxicos en el 
ensayo de reversión D7 de S. cerevisiae, en las estirpes TA100 y TA102 de Samonella y en la 
estirpe K12B de E. coli (Vuković-Gačić, et al., 2006). El Limoneno inhibiría la genotoxicidad del 
H2O2 en nuestros experimentos, comportándose como un agente reductor que protegería a las 
células del estrés oxidativo inducido por el H2O2 (Roberto et al. 2009; La Rotta - Hernández, 
2007). Finalmente, podemos aportar un dato importante para aconsejar el estudio en 
profundidad del Limoneno como agente quimiopreventivo: los estudios de longevidad de 
Fernández-Bedmar et al. (2011), demuestran que este fenol a concentraciones de  0.0111 and 
0.18 mM  usado como suplemento en la dieta de Drosophila, alarga significativamente su 
extensión de la vida. 
El Ácido Valerénico,  no sólo no es mutagénico (induce una media de 0.505 clones 
totales /ala), sino que es capaz de inhibir mutaciones inducidas por el Peróxido de Hidrógeno 
en el sistema S.M.A.R.T. de D. melanogaster, aunque en menor medida que la Quercitina y el 
Limoneno (12% como media). Estos resultados son los primeros proporcionados respecto a 
genotoxicidad/antigenotoxicidad para esta molécula. 
 
 
 
Fig. 3.15. Inhibición de los fenoles estudiados de las plantas sedantes 
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3.2. Modelo de Citotoxicidad  
Los análisis de citotoxicidad se llevaron a cabo usando la prueba de exclusión de Azul 
Tripán en células humanas de leucemia HL-60. La actividad tumoricida de las  diferentes 
plantas medicinales, tanto de la infusión como de la planta completa liofilizadas, así como de 
los fenoles más característicos de estas plantas,  ha sido determinada mediante el seguimiento 
del crecimiento de los cultivos celulares durante 3 días sucesivos. Se obtuvieron las curvas 
dosis respuesta de supervivencia con datos a las 72 horas de tratamiento. 
 
3.2.1. Análisis de los controles de Citotoxicidad 
 A continuación se presenta un ejemplo de crecimiento de esta línea celular usando 
Brassica carinata como modelo de sustancia citotóxica.  
 Primero determinamos el crecimiento celular de un cultivo frente a los tratamientos que 
pretendíamos ensayar. Para ello hicimos un seguimiento durante siete días, contabilizando las 
células viables y no viables cada 24 h desde el momento en que se aplicó el tratamiento 
(Tiempo 0). La figura 3.16.  muestra un ejemplo de estos datos. 
 El incremento exponencial de células viables alcanza un pico máximo de los 2 millones 
de céls/ml a partir del cual las células empiezan a morir en igual proporción en que se dividían 
por envejecimiento del cultivo (excesiva concentración celular, agotamiento de nutrientes en el 
medio, cambio de pH, acumulación de desechos,...) (figura 3.16.A). 
 Se observa además un efecto dosis/respuesta de forma que al aumentar la 
concentración del compuesto aplicada, disminuye drásticamente la capacidad 
proliferativa/carcinogénica de estas células, es decir, se inhibe el crecimiento celular. 
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Figura 3.16.  Recuento de células Viables y  No Viables HL--60 durante el tratamiento. 
 
 
 En la figura 3.17. se puede observar la morfología que tendrían las células en función 
del tratamiento aplicado y de la hora de muestreo. Un cultivo en fase de crecimiento 
exponencial (figura 3.17.A) está caracterizado por una gran concentración de agrupaciones de 
células viables creciendo en suspensión que presentar un color amarillo brillante (figura 3.17.B-
C). Por el contrario, si observamos el cultivo tratado a esa misma hora vemos como ha 
disminuido la concentración de éstas en el medio (figura 3.17.D) y además, prácticamente 
A 
B 
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todas las células son no viables (pierden su brillo y se tiñen de azul oscuro por el Azul Tripán) 
(figura 3.17.E-F).  
 
Figura. 3.17. Crecimiento Celular a las 72 h: Células Viables del Control creciendo en el pocillo (A), tras 
homogeneizar el medio (B) y tras la aplicación del Azul Tripán en la Cámara de Neubauer (C). Células No 
Viables del Tratamiento en el pocillo (D), tras la homogenización del medio (E) y tras la aplicación del Azul 
Tripán en la Cámara de Neubauer (F). 
 
A las 120 h, el cultivo control mantiene una elevada concentración celular pero la 
situación se ha invertido: la mayoría son células no viables (figura 3.18.A-B Flechas Azules) 
quedando sólo algunas viables (figura 3.18.A-B Flechas Amarillas). A las 120 h, en el 
Tratamiento no aparecen células de ningún tipo (figura 3.18.C). 
 
Figura. 3.18. Crecimiento Celular a las 120 h: Células Viables y No Viables del Control en el pocillo tras la 
aplicación del Azul Tripán en la Cámara de Neubauer (A-B). Tratamiento en el pocillo tras la aplicación del 
Azul Tripán en la Cámara de Neubauer (C). 
A 
B 
A B C 
A B C 
D E F 
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 Una vez se determinó que el crecimiento era el esperado en el rango de dosis 
seleccionadas, se hicieron al menos tres repeticiones de los distintos tratamientos para obtener 
los datos finales de crecimiento celular realizando los mismos recuentos ya explicados a las 72 
h de tratamiento. 
 Los resultados se representaron gráficamente como la inhibición del crecimiento 
tumoral obtenida con los datos de la supervivencia corregidos para el control a las 72 horas del 
inicio del experimento de las diferentes concentraciones aplicadas de cada compuesto. Los 
datos se corresponden con la media de al menos tres experimentos independientes y está 
representado el error típico de cada uno de ellos.  
 
3.2.2. Estudio de las Infusiones de las Plantas Medicinales 
seleccionadas 
 Las plantas medicinales representan la mayor fuente de principios activos utilizados 
para extraer nuevas moléculas utilizadas hoy día por las empresas farmacéuticas.  Representan 
una terra incognita de aproximadamente 500.000 especies, el 90% del cual queda por 
explorar. Estas plantas son usadas por cerca de un 90% de los habitantes de algunos países 
en vía de desarrollo y forman la materia prima del 35% de los medicamentos prescritos hoy en 
los países industrializados, y más de la mitad de los tratamientos en venta libre. Pueden tener 
actividades anticarcinogénicas/carcinogénicas o tóxicas/citotóxicas según su composición 
química. 
 Las plantas medicinales tienen muchas propiedades saludables debidas a su 
composición compleja, que puede implicar la actuación no de varios componentes aislados, 
sino del conjunto de ellos sinérgicamente. Además de ensayar la inocuidad/seguridad de uso 
de las plantas seleccionadas y de sus efectos antigenotóxicos protectores del daño genético, 
hemos trabajado  paralelamente con células promielocíticas  HL-60 que se  usan como modelo 
de análisis de inhibición del crecimiento tumoral mediante fitoquímicos, el cual se basa en la 
exclusión del Azul Tripán. De este modo se determinó la capacidad citotóxica de las diversas 
sustancias seleccionadas, tanto de la infusión de las plantas como de la planta completa 
liofilizada. 
 La línea celular HL-60 ha sido usada con anterioridad como modelo para detectar 
capacidades anticarcinogénicas de una amplia gama de compuestos (Akako et al, 2003). En 
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nuestro caso, hemos ensayado estas propiedades en las 6 plantas medicinales seleccionadas y 
en sus fenoles más característicos.  
 
3.2.2.1. Plantas con actividad antiinflamatoria: M. chamomilla-U. 
tomentosa 
Los resultados de crecimiento relativo respecto al control de las células HL-60 tratadas 
con las plantas  medicinales con actividad antiinflamatoria, tanto en infusión como en planta 
completa, se presentan en las siguientes figuras (fig. 3.19.). Observamos que ambas plantas 
afectan al crecimiento tumoral de forma que lo inhiben, originando unas curvas típicas de 
citotoxicidad.  
Podemos ver que  M. chamomilla inhibe la proliferación de las células HL-60,  siendo la 
dosis letal 50 en la planta completa aproximadamente 10 veces mayor que en la infusión, 
aunque los resultados previos a nuestro trabajo indican que sus  extractos acuosos no son 
capaces de inhibir la proliferación de células de melanoma de Ratón (Trouillas et al., 2003; 
Millauskas et al., 2004).  Por tanto,  las presentaciones de la muestra, en infusión y planta 
completa, usadas por nosotros sí son eficaces frente a células cancerosas HL-60 y sugerimos 
que su contenido fenólico en α-Bisabolol y Apigenina entre otros podría ser la causa  de su 
actividad citotóxica. 
Los indios asháninka de la selva peruana usan extractos acuosos de la raíz o corteza del 
tallo de U. tomentosa para el tratamiento de la fiebre, abscesos, del cáncer, la artritis, 
contracepción, úlceras gástricas, hemorragias, desórdenes intestinales o menstruales y en 
general para todas las enfermedades que se presentan en zonas rurales, e incluso urbanas, 
donde no hay acceso fácil a un médico (Jones, 1995). Nuestros resultados para los 
tratamientos in vitro de células HL-60 con U. tomentosa (figura 3.19.), tanto la infusión como 
la planta completa, revelan una inhibición de la proliferación de estas células elevada y a una 
concentración semejante. Se conoce  que U. tomentosa inhibe la proliferación de células 
cancerosas (Riva et al., 2001; Sheng et al., 2000 a) y sus extractos acuosos inducen apoptosis 
en células de leucemia (Sheng et al., 1998) y aceleran la recuperación de glóbulos blancos 
(Sheng et al., 2000 a). Concretamente, en células mononucleares de la sangre, los extractos 
de U. tomentosa inducen apoptosis y una disminución de la viabilidad de celular, con la 
excepción de extractos acuosos de hojas. Se han observado diferencias en la actividad 
biológica entre extractos acuosos y de etanol (mayor contenido fenólico), presentando éstos 
últimos efectos negativos más fuertes sobre las células mononucleares de sangre. Por lo que el 
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tipo de solvente de extracción utilizado tiene una influencia significativa en la composición 
química de los extractos que se prueben (Bors et al., 2012). Recientemente, se ha descubierto 
que extractos etanólicos de U. tomentosa no son inmunotóxicos en ratón y además son 
capaces de modular distintos patrones del sistema inmune de manera dosis-dependiente, 
como la inhibición de la proliferación de linfocitos T inducidos por mitógenos (Domingues et 
al., 2011). 
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Fig. 3.19. Curvas de Inhibición del Crecimiento Tumoral a las 72 horas, con respecto al control,  de 
plantas medicinales con actividad antiinflamatoria. 
 
 
Nuestros resultados están en completo acuerdo con los de los autores consultados. Los 
alcaloides oxindólicos pentacíclicos contenidos en los extractos poseen actividad antileucémica 
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in vitro (Stupper et al., 1993), por lo que podrían ser, entre otras moléculas como los fenoles, 
los elementos bioactivos de la planta completa. 
 
3.2.2.2. Plantas con actividad digestiva: M. piperita-M. pulegium 
Para las plantas medicinales con propiedades digestivas, los resultados obtenidos de 
citotoxicidad aparecen en la figura 3.20. Observamos que la DL50 de la planta completa de M. 
piperita  es el doble que en su infusión. Mientras que para M. pulegium ocurre lo contrario, la 
DL50 de la planta completa es la mitad que en la infusión.  
El aceite esencial de M. piperita también es citotóxico para linfocitos humanos (Lazutka 
et al., 2001). Nosotros sugerimos tanto el Mentol como la Pulegona como los fenoles  
responsables en parte de la actividad citotóxica de las dos mentas estudiadas. 
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Fig. 3.20. Curvas de Inhibición del Crecimiento Tumoral a las 72 horas, con respecto al control,  de 
plantas medicinales con actividad digestiva. 
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3.2.2.3. Plantas con actividad sedante: T. cordata-V. officinalis. 
En los ensayos de citotoxicidad con T. cordata y V. officinalis (figura 3.21.), plantas 
consideradas sedantes, podemos observar que ocurre lo mismo que en el caso de  las 
digestivas; T. cordata inhibe la proliferación celular en ambas presentaciones, pero la DL50 es 
el doble en la planta completa que en la infusión.  
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Fig. 3.21. Curvas de Inhibición del Crecimiento Tumoral a las 72 horas, con respecto al control,  de 
plantas medicinales con actividad sedante. 
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Sabemos que extractos de T. cordata tienen elevada actividad citotóxica frente a células 
de leucemia de ratón (Goun et al., 2002). 
Por el contrario, en V. officinalis  vemos que la DL50 es el doble en la infusión que en la 
planta completa. Es importante señalar que V. officinalis no ha resultado tóxica en enfermos 
de cáncer tratados con esta planta para inducirles el sueño (Barton et al., 2011). Además, se 
comprobado que concentraciones no tóxicas de extractos acuosos de V. officinalis ejercen 
efectos citoprotectores de células de neuroblastoma humano cuando se tratan con sustancias 
que inducen apoptosis (De Oliveira et al., 2009). Los valepotriatos son citotóxicos e inhiben la 
síntesis de ADN (Bounthanth et al., 1981) y el dihidrovaltrato provoca una regresión del 54 % 
del tumor ascítico Krebs II (Anton et al., 1986). Por tanto, los valepotriatos, entre otros 
compuestos como el Ácido Valerénico, podrían ser los componentes bioactivos responsables de 
los efectos citotóxicos de la Valeriana.  
 
 
3.2.3. Estudio de los Fenoles de las Plantas Medicinales 
seleccionadas 
 
3.2.3.1. Fenoles de Plantas con actividad antiinflamatoria (M. 
chamomilla-U. tomentosa): Bisabolol-Apigenina- DHBA. 
El Bisabolol es citotóxico en los ensayos con células HL-60 exhibiendo una DL50 de 
sólo 1.033 mM (figura 3.22.A). En trabajos anteriores se ha mostrado que este alcohol 
sesquiterpénico, mata rápidamente algunas líneas cancerosas humanas, incluido las del glioma 
induciendo fragmentación nucleosómica en las líneas de glioblastoma y astrocitoma humano 
U87 y T67 (Cavalieri et al., 2004). El efecto tumoricida de este fenol en la línea HL-60 puede 
ser debido a la inducción de la apoptosis, dado que se sabe exhibe una acción apoptótica en 
las células de glioma humano (Kerr y Harmon, 1991) y de rata (Piochon et al., 2009) y en 
células de leucemia HL-60 ensayadas por nosotros (Anter et al., 2011 c). En otros estudios se 
ha mostrado que el Bisabolol induce una liberación del citocromo c y la inducción de la 
apoptosis mediante el receptor Fas. La toxicidad del α- Bisabolol está claramente relacionada 
con su absorción celular, que es mayor en líneas celulares transformadas (Cavalieri et al., 
2009). Al ser la acción de este fenol, selectiva pues su efecto en las células astrogliales 
normales no es citotóxico (Kerr y Harmon, 1991), se postula como un buen candidato para 
posteriores estudios de viabilidad como quimiopreventivo sin efectos adversos. 
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Fig. 3.22. Curva de Inhibición del Crecimiento Tumoral a las 72 horas, con respecto al control,  de los 
fenoles de las  plantas medicinales con actividad antiinflamatoria. A: Bisabolol; B: Apigenina; C: DHBA. 
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La Apigenina ha resultado citotóxica en los ensayos con células HL-60 exhibiendo una 
DL50 de sólo 0.029 mM (figura 3.22.B). Este alcaloide tiene múltiples efectos biológicos 
saludables y lo que es más importante, Cárdenas et al. (Cárdenas et al., 2006)  han detectado 
una actividad citotóxica selectiva de la Apigenina sólo frente a células tumorales y no frente a 
células normales. 
La Apigenina inhibe la promoción de tumores e induce apoptosis en las células 
cancerosas. Este fenol induce la apoptosis mediante la acción de la caspasa 3 con liberación 
del citocromo c (Wang et al., 1999) y la detención del ciclo celular en la fase G2/M en la línea 
celular mieloide HL-60 utilizada por nosotros y en fase Go/G1 para las células eritroides TF1, 
observándose en estas últimas inicio de la autofagia (Ruela-de-Sousa et al., 2010). Jayasooriya 
et al. (2012) encuentran que la Apigenina induce significativamente la citotoxicidad directa en 
células de leucemia humana (U937, THP-1 y HL-60) a través de la activación de la vía de la 
caspasas. Sin embargo, Arango et al. (2012) estudiaron que  el tratamiento de las células de 
leucemia con Apigenina  inducía  daño en el ADN anterior a la activación de la apoptosis. El 
daño en el  ADN inducido por la Apigenina fue mediado por p38 y por proteína quinasa C-
delta, pero era independiente de la activación de la caspasa por especies reactivas de oxígeno, 
estableciendo que la  Apigenina retrasa la progresión del ciclo celular en G1/S y aumenta el 
número de células apoptóticas. Además, análisis de todo el transcriptoma han mostrado que el 
daño de ADN inducido por la Apigenina induce  la  regulación de genes implicados en el control 
del ciclo celular y de la reparación del ADN. Los estudios de (Seo et al., 2012) encuentran que 
la Apigenina también induce apoptosis a través de la vía dependiente de P53. 
Los estudios in vivo que confirman la actividad antileucémica de la Apigenina (Budhraja 
et al, 2012) apoyan nuestra conclusión de la búsqueda de nuevos ensayos clínicos para poder 
utilizar la Apigenina en quimioprevención. 
El DHBA es citotóxico para las células HL--60 a las concentraciones ensayadas por 
nosotros con una CI50 de 0.824 mM (figura 3.22.C). El DHBA: es bloqueante y supresor de 
tumores de diversa índole como se ha indicado en la Introducción del presente trabajo de 
Tesis y es apoptótico y antiproliferativo en células de cáncer de mama (Kampa et al, 2004). 
Pero este fenol puede inducir estrés oxidativo a altas concentraciones en las células de 
leucemia humana (Nakamura et al., 2000, b; Nakamura et al., 2001, b). Además, dependiendo 
de la cantidad de DHBA y el tiempo antes de la aplicación, este fenol puede reducir o 
aumentar el crecimiento de tumores inducidos químicamente (Nakamura et al., 2000, a). 
Asimismo, se describió que el AP aumenta la proliferación e inhibe la apoptosis de células 
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madre neuronales (Guan et al., 2009). Por tanto, aunque encontramos citotoxicidad elevada 
para el DHBA y hemos mostrado que esta muerte celular es vía apoptosis induciendo 
fragmentación internucleosomal en las células tratadas con DHBA a altas concentraciones 
(Anter et al., 2011 c), sugerimos realizar estudios en profundidad para aclarar definitivamente 
la posibilidad de su uso terapéutico. 
 
3.2.3.2. Plantas con actividad digestiva (M. piperita-M. pulegium): 
Mentol-Pulegona 
 
En el presente  trabajo hemos sugerido el Mentol y la Pulegona como las moléculas 
bioactivas responsables en gran parte de la actividad citotóxica de las mentas estudiadas. La 
figura 3.23. muestra las curvas de citotoxicidad frente a las células promielocíticas humanas 
HL-60. Ambos son citotóxicos, exhibiendo unas CI similares. 
Nuestros resultados son los primeros en cuanto a citotoxicidad del Mentol en células 
HL-60. Existían claros indicios que apuntaban hacia nuestros resultados, ya que Berson y 
Pettersson (1983) ya sugirieron que deterioraba las membranas biológicas; concretamente, 
hoy se sabe que causa hemolisis y lesiones celulares (Mendanha et al., 2013) y que es 
citotóxico para células de cáncer de próstata PC-3 (Kim et al., 2012), células de cáncer gástrico 
SNU-5 (Lin et al., 2005), células de leucemia WEHI-3 (Lu et al., 2007), células de cáncer de 
colon Caco-2, células de leucemia MCF-7, CEM/ADR5000 y CCRF-CEM (Eid et al., 2012). Así 
mismo, hemos descrito a la Pulegona con efectos tumoricidas contra las células HL-60 por 
primera vez, estando estos resultados en concordancia con los de Mendahna et al., (2013) 
obtenidos en fibroblastos. 
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Fig. 3.23. Curva de Inhibición del Crecimiento Tumoral a las 72 horas, con respecto al control,  de los 
fenoles de las  plantas medicinales con actividad digestiva. A: Mentol; B: Pulegona. 
 
 
3.2.3.3. Plantas con actividad sedante (T. cordata-V. officinalis): 
Quercitina-Limoneno-Ac. Valerénico 
Hemos incluido en este grupo de fenoles a la Quercitina, aunque podría estar en 
cualquier otro, ya que esta molécula se encuentra en la mayoría de plantas, frutas y bebidas. 
La Quercitina tiene una actividad biológica pleiotrópica, interviniendo en rutas de varias 
marcas de cáncer como son: apoptosis, autofagia, angiogénesis, activando la destrucción 
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inmune, desregulando las rutas energéticas celulares, inhibiendo la invasión y metástasis, en la 
inflamación y promoción de tumores, efectos antiproliferativos y supresores de crecimiento 
celular o en la senescencia (Russo et al., 2012). La Quercitina  no ha resultado carcinogénica 
para ratas usada de manera crónica, (Hirono et al., 1981), aunque existen ciertos estudios que 
la señalan como carcinogénica a altas dosis (neoplasia en el epitelio tubular renal) y segura a 
dosis bajas en ratas F344/N (Harwood et al., 2007). Nuestros resultados están de acuerdo con 
las actividades saludables de este fenol señaladas arriba, obteniendo una CI50 de 0.04 mM. 
 
El Limoneno, como ya se ha indicado, posee propiedades quimiopreventivas y 
quimioterapéuticas, previene la formación de tumores inducidos químicamente (Crowell y 
Gould, 1994) y manifiesta efectos antitumorales (Elegbede et al., 1986; Chander et al., 1994). 
Nosotros hemos encontrado un CI50 para el Limoneno de 1.2 mM, valor algo superior a los 
encontrados por Tatman y Mo (2002) (0.18mM) y Fernández Bedmar, et al., (2011) (0.2mM).  
Ensayos in vivo con Limoneno arrojan resultados contradictorios, ya que inhibe la 
aparición de tumores hepáticos y gástricos en ratones inducidos químicamente (Parija y Das 
2003; Lu et al. 2004) y de tumores químicamente inducidos y espontáneos en la glándula 
mamaria, piel, hígado, pulmón, esófago y páncreas de roedores (Chen et al., 1998) y actuar 
como un agente de pro-apoptótico con propiedades antitumorales prometedoras. Rabi y 
Bishayee (2009) demostraron el efecto apoptótico de limoneno en células de cáncer de 
próstata de DU-145 pero no en células epiteliales normales de la PZ - HPV - 7 de próstata. 
Fernández-Bedmar et al. (2011) demostraron la vía apoptótica del efecto citotóxico del 
Limoneno observando fragmentación internucleosomal en el ADN de células HL-60 tratadas 
con este fenol a las concentraciones de 0.6 1.2 y 2.3 mM. Sin embargo, en 1990, el Programa 
Nacional de Toxicología (NTP) indicó que aunque el Limoneno fue tumorigénico para el riñón 
de ratas macho, tales efectos no se observaron en las hembras o en otras especies. 
Posteriormente, se ha tenido la evidencia sustancial de que el mecanismo por el que el 
Limoneno está implicado en la tumorigénesis es específico de especie y sexo, ya que se da un 
tipo de nefropatía único a ratas macho. El desarrollo de esta nefropatía es debido a la 
interacción entre Limoneno y una globulina de bajo peso molecular que se encuentra sólo en 
ratas. Luego en humanos no podría ocurrir este fenómeno. Nosotros sugerimos, al igual que 
Lu et al. (2004) que el Limoneno puede ser de interés para estudiarlo como agente 
quimiopreventivo porque inhibe el crecimiento de tumores y metástasis a través de la 
apoptosis.  
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Fig. 3.24. Curva de Inhibición del Crecimiento Tumoral a las 72 horas, con respecto al control,  de los 
fenoles de las  plantas medicinales con actividad sedante. A: Quercitina; B: Limoneno; C: Ac. Valerénico,  
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Los ácidos valerénicos,  exhiben citotoxicidad moderada con valores de IC50 entre 
100 y 200 μM frente a células de cáncer de pulmón y de colon (Bos et al., 1998, a). Nuestros 
resultados de los ensayos de citotoxicidad para tratamientos de células promielocíticas HL-60 
con el Ácido Valerénico están en total acuerdo con estos autores. Por tanto, podemos explicar 
la citotoxicidad encontrada en el presente trabajo para la Valeriana como el resultado conjunto 
de los ácidos valerénicos, los valepotriatos y los valtratos, así como del d-Limoneno y Bisabolol 
contenidos en ella. Los valepotriatos son citotóxicos e inhiben la síntesis de ADN (Bounthanh et 
al., 1981) y el dihidrovaltrato es capaz de provocar una regresión del 54 % del tumor ascítico 
Krebs II (Anton et al., 1986). Bounthanh et al., (1983) han observado la interferencia de los 
valepotriatos en la síntesis del ADN en varias líneas celulares en estudios con isótopos 
marcados. La potencial carcinogenicidad descrita para algunos valepotriatos se puede atribuir 
al grupo epóxido y al potencial alcalinizante de muchos de ellos (Houghton, 1999).  
 
3.3. Estudio de la correlación de los resultados obtenidos 
Los ciudadanos de los países del llamado primer mundo están cada día más 
concienciados de la idea hipocrática de que “Que tu alimento sea tu medicina y tu medicina 
sea tu alimento” y los países en vías de desarrollo también usan masivamente las plantas 
medicinales al no tener acceso a muchos otros medicamentos procedentes de la industria 
farmacéutica. Las plantas medicinales son hoy día una fuente de principios activos para el 
descubrimiento de nuevas moléculas. Sin embargo, el uso indiscriminado de plantas 
medicinales debe ser asesorado científicamente, ya que muchas pueden tener actividades 
anticarcinogénicas/carcinogénicas o tóxicas/citotóxicas según su composición química, cultivo, 
extracción o dosificación. 
Es cada vez más evidente que las mutaciones y /o modificaciones epigenéticas en las 
células somáticas están implicadas no sólo en los procesos de carcinogénesis sino también en 
la patogénesis de enfermedades crónicas degenerativas, tales como aterosclerosis y 
enfermedades del corazón, que son las mayores causas de muerte en las poblaciones 
humanas. A pesar de la diversidad clínica de tales enfermedades, se sabe desde hace tiempo 
que están asociadas con factores de riesgo comunes así como con factores protectores 
comunes, y además comparten determinantes patogénicos comunes, tales como eventos 
genotóxicos o estrés oxidativo (De Flora, 1998). Concretamente, la prevención del cáncer de 
origen ambiental puede conseguirse bien evitando la exposición a mutágenos reconocidos o 
bien favoreciendo el consumo de factores protectores. Aunque esta última aproximación debe 
ser tomada con precaución, ya que se debe realizar un análisis riesgo-beneficio de los agentes 
Resultados y Discusión 
 156 
protectores, para lo cual existe una gran variedad de test in vitro e in vivo como se ha 
apuntado en la introducción de este trabajo. También se debe profundizar en el mecanismo de 
acción de los distintos agentes beneficiosos para la salud, ya que en ciertas ocasiones lo que 
se detecta no es un mecanismo específico sino un biomarcador general de protección frente a 
xenobióticos. 
Está bien documentado que los factores de la dieta juegan un papel crucial en la 
etiología del cáncer humano, y todos los esfuerzos están dirigidos hacia la identificación de 
protectores (antimutagénicos y anticarcinogénicos) en las sustancias de los alimentos. Por el 
momento, la Dieta Mediterránea, basada en el consumo conjunto de frutas, verduras, 
legumbres y aceite de oliva, bien frescas o cocinadas, previene enfermedades degenerativas. 
Sin embargo, de esta dieta no podemos extraer un componente aislado como la causa 
originaria. La acción sinérgica de muchos de estos factores sería la causa de las propiedades 
saludables del consumo de esta variada nutrición tradicional. Los estudios genéticos y 
bioquímicos en modelos celulares o animales sobre los mecanismos de acción de los 
fitoquímicos nos proveen de la explicación funcional de cómo y por qué una dieta rica en 
vegetales es considerada saludable. No es usual encontrar moléculas que protejan contra 
enfermedades que difieren ampliamente desde un punto de vista fisiopatológico, como pueden 
ser el cáncer o enfermedades cardiovasculares. El estrés oxidativo ocasionado por especies 
reactivas de oxígeno, como el peróxido de hidrógeno que se forma endógenamente en las 
células, puede desencadenar la expresión de más de 100 genes (Allen y Tresini, 2000), y sus 
efectos pueden ser pleiotrópicos. No se sabe mucho los que desencadenan los fenoles, 
terpenos o alcaloides, ni las interacciones epigenéticas que pueden darse entre elementos 
altamente oxidantes (Peróxido de Hidrógeno) y elementos altamente antioxidantes (fenoles) 
actuando sinérgicamente. Nuestros estudios se han encaminado en este sentido, para dilucidar  
las consecuencias genéticas y celulares del papel antioxidante de los fenoles. 
En las tablas siguientes (tabla 3.17., 3.18. y 3.19.) hemos intentado ensamblar nuestros 
resultados con los de otros autores, cuando existen. Hemos analizado cuatro tipos de 
indicadores diferentes (toxicidad, genotoxicidad, antigenotoxicidad y citotoxicidad) para las 14 
sustancias seleccionadas (seis plantas y ocho fenoles). 
Para poder comparar con otros resultados hemos establecido unos niveles para 
toxicidad de modo que una sustancia ha sido considerada tóxica a partir del  20%. De un total 
de 38 ensayos encontrados, incluyendo los nuestros, sólo existen discordancias con nosotros 
en 5 casos (87% de concordancia). 
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Dos estudios sobre U. tomentosa y uno sobre la Apigenina, en los que no se encuentra 
toxicidad y nosotros sí; un estudio sobre V. officinalis en el que se encuentra que induce 
hepatitis al ser ingerida en grandes cantidades y otro sobre Quercitina en el que se describe 
nefropatías y nosotros no encontramos toxicidad para D. melanogaster. Ni T. cordata  (27% de 
toxicidad) ni V. officinalis  (0% de toxicidad) habían sido antes testadas para toxicidad. 
Tabla 3.17. Tabla corolario de las plantas Antiinflamatorias. 
M
. 
c
h
a
m
o
m
il
la
 Toxicidad media 
30 %  
* Aceite. Anisakis (Romero et al., 2012). 
Genotoxicidad 
media 
0.6 no Genotoxicidad 
* Aceite SCE (Hernández-Ceruelos et al., 2002). 
Antigenotoxicidad 
media 
70 % 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 0.2 y 1.54 mg/ml. 
* Extractos acuosos melanoma de ratón (Millauskas et al., 2004; Trouillas et 
al., 2003).  
U
. 
to
m
e
n
to
sa
 
Toxicidad media 
39 %  
* Eritrocitos (Bors et al., 2012). 
* Ratas y humanos (Keplinger et al., 1999). 
* CHO, bacterias (Santa Maria et al., 1997). 
* Inmunotóxicos (Domingues et al., 2011). 
Genotoxicidad 
media 
0.73 no Genotoxicidad 
Antigenotoxicidad 
media 
90 % 
* Ultravioleta-A en el test de Ames (Rizzi et al, 1993).  
* Reparación de ADN de cadena simple y doble (Sheng et al, 2000b). 
* Humo cigarro (Carretero, 2001). 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 0.67 y 0.53 mg/ml. 
* Extractos acuosos cél. mama (Riva et al., 2001; Sheng et al., 2000b).   
* Extractos acuosas cél. leucemia (Sheng et al., 1998). 
* Linfocitos T inducidos por mitógenos (Domingues et al., 2011). 
B
is
a
b
o
lo
l 
Toxicidad media 
8 %   
* Glía de ratas (Cavallieri et al., 2004). 
Genotoxicidad 
media 
0.22 no Genotoxicidad 
* Salmonella (Gomes-Carneiro et al., 2005). 
Antigenotoxicidad 
media 
46.5% 
*Salmonella (Gomes-Carneiro et al., 2005). 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 1.033 mM  
* Células de leucemia HL-60 ensayadas por nosotros (Anter et al., 2011, c). 
* Líneas cancerosas humanas, incluido las del glioma líneas de glioblastoma 
y astrocitoma humano U87 y T67 (Cavalieri et al., 2004). 
* Apoptótico en las células de glioma humano (Kerr y Harmon, 1991). 
* Apoptótico en rata (Piochon et al., 2009). 
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A
p
ig
e
n
in
a
 
Toxicidad media 
32 %   
* Fibroblastos (Harborne y Williams, 2000). 
* Células normales mama y fibroblásticas (Cárdenas et al., 2006). 
Genotoxicidad 
media 
0.235 no Genotoxicidad 
* Micronúcleos de ratón (Noel et al., 2006). 
Antigenotoxicidad 
media 
43 % 
*Salmonella. (Miyazawa y Hisama, 2003; Birt et al, 1986; Hashemi et al, 
2010). 
* Células CHO (Kuo et al., 1992). 
* Linfocitos humanos radioprotector (Rithidech et al., 2005). 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 0.029 mM. 
* Induce la apoptosis vía caspasas (Wang et al,. 1999). 
* Detección del ciclo celular (Ruela-de-Sousa et al., 2010). 
* Células de leucemia humana (U937, THP-1 y HL-60) (Jayasooriya et al., 
2012). 
* in vivo actividad anti-leucémica (Budhraja et al., 2012). 
D
H
B
A
 
Toxicidad media 
15 %   
* Neuroprotector (Zhang et al., 2010; Guan et al., 2011). 
* Antidiabético ratones (Lin et al., 2011). 
Genotoxicidad 
media 
0.39 no Genotoxicidad 
* Células CHO (Yen y Hsieh, 2000).  
Antigenotoxicidad 
media 
38 % 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 0.824 mM. 
* Apoptótico y antiproliferativo en células de cáncer de mama (Kampa et 
al., 2004). 
* Dependiendo de la dosis y el tiempo puede reducir o aumentar el 
crecimiento de tumores inducidos (Nakamura et al., 2000, a). 
*Aumenta la proliferación e inhibe la apoptosis de células madre neuronales 
(Guan et al., 2009). 
En azul para estudios en concordancia con nuestros resultados.  
Y en rojo para estudios en discordancia con nuestros resultados. 
 
De los 38 ensayos de genotoxicidad encontrados, existe discordancia en 12 de ellos 
(69% de concordancia). Uno para el aceite de M .chamomilla en SCE; para Apigenina en el 
test de micronúcleos; para DHBA en células CHO; para aceite esencial de M. piperita; para el 
Mentol en células CHO; para la Pulegona en Salmonella; uno para extractos con diclorometano 
de Valeriana y otro para la misma planta en el test de micronúcleos; uno para Quercitina a  
altas dosis en el S.M.A.R.T., y para el mismo fenol en Salmonella; uno para Limoneno a altas 
dosis en S.M.A.R.T. y para Ácido Valerénico en células CHO. Ni U. tomentosa, ni T. cordata ni 
Ác. Valerénico han sido testados anteriormente para genotoxicidad, probándose su inocuidad 
para daño genético en D. melanogaster. 
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Tabla 3.18. Tabla corolario de las plantas  Digestivas. 
M
. 
p
ip
e
ri
ta
 
Toxicidad media 
74 %  
* Aceite. Modificaciones encefálicas (Thorup et al., 1983). 
Genotoxicidad 
media 
-0.45 no Genotoxicidad 
* Extracto hidroalcohólico no teratogénico en fetos de ratones al ser usado 
comúnmente durante el período embrionario (Golalipour et al., 2011). 
* Aceite, induce débilmente SCE; y además el aceite es genotóxico en el 
test S.M.A.R.T. de D. melanogaster (Lazutka et al., 2001). 
Antigenotoxicidad 
media 
66 % 
* Antimutagénica (Samarth y Kumar, 2011). 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 0.12 y 0.31 mg/ml. 
* Aceite, en linfocitos humanos (Lazutka et al., 2001). 
* Quimiopreventiva (Samarth et al., 2006). 
* Anticancerígena en hámster (Samman et al., 1998). 
M
. 
p
u
le
g
iu
m
 
Toxicidad media 
40 %  
* Infusión hepatotóxica (Stickel et al., 2001). 
Genotoxicidad 
media 
0.49 no Genotoxicidad 
* Aceite, en S.M.A.R.T. (Francios et al., 1997). 
* Aceite, en S.M.A.R.T. (Karpouhtsis et al., 1998). 
Antigenotoxicidad 
media 
69 % 
* Aceite, en S.M.A.R.T. (Francios et al., 1997). 
* Aceite, en S.M.A.R.T. (Karpouhtsis et al., 1998). 
* Antigenotóxico SCE  (Alpsoy et al., 2011). 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 0.2 y 0.1 mg/ml. 
 
De los 34 ensayos de antigenotoxicidad examinados para las sustancias ensayadas, 
hemos encontrado una concordancia del 100%. Hemos de señalar que tanto M. chamomilla, 
como DHBA, Mentol, Pulegona, T. cordata, V. officinalis y Ác. Valerénico no habían sido 
testados para esta actividad biológica hasta ahora, mostrando todos ellos diversos niveles de 
actividad antigenotóxica, a excepción de la Pulegona. 
Hemos expuesto 60 resultados de ensayos sobre inhibición del crecimiento tumoral o 
relacionados, diez de los cuales están en desacuerdo con los nuestros (83% de concordancia) 
encontrando que o bien no inhiben el crecimiento tumoral o bien lo inducen: dos ensayos con 
M. chamomilla, dos con DHBA, cuatro con la Pulegona, uno con la Quercitina y uno con el 
Limoneno, siendo estos dos fenoles tumorigénicos en el riñón de rata macho exclusivamente. 
Es la primera vez que se prueba la actividad citotóxica frente a una línea tumoral de M. 
pulegium y V. officinalis.  
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M
e
n
to
l 
Toxicidad media 
25 %   
* Tóxico eritrocitos  (Mendaghna et al., 2013). 
* Membranas celulares (Bernson y Pettersson, 1983). 
Genotoxicidad 
media 
0.315 no Genotoxicidad 
* SCE linfocitos humanos (Murthy et al., 1991). 
* Células CHO (Kiffe et al., 2003). 
Antigenotoxicidad 
media 
13 % 
 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 1.3 mM  
* Próstata PC-3 (Kim et al., 2012). 
* Gástrico SNU-5 (Lin et al., 2005). 
* Leucemia WEHI-3 (Lu et al., 2007). 
* Caco-2, MCF-7, CEM/ADR5000 y CCRF-CEM (Eidet al., 2012). 
P
u
le
g
o
n
a
 
Toxicidad media 
29 %   
* En Hígado (Thorup, et al., 1983), cerebro (Anderson et al., 1996) y 
pulmones de roedor4es (Gordon et al., 1982). 
Genotoxicidad 
media 
0.58 no Genotoxicidad 
*S. typhimurum TA97, TA98, TA100 y TA1535 y E.coli WP2 uvrA/pkM101 . 
(NTP). 
*Micronúcleos ratón macho y hembra B6C3F1 (NTP). 
* S. typhimurium TA98 y E.coli  WP2 uvrA/pkM101 . (NTP). 
Antigenotoxicidad 
media 
0 % 
*Salmonella (Miyazawa y Hisama, 2003; Birt et al, 1986; Hashemi et al, 
2010). 
* Células CHO (Kuo et al., 1992). 
* Linfocitos humanos radioprotector (Rithidech et al., 2005). 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 1.16 mM. 
* Fibroblastos (Mendaghna et al,. 2013). 
* Induce tumores en vejiga de ratas F344/N. (NTP). 
* Induce adenomas y hepatomas en ratas macho y hembra (NTP). 
* Induce osteomas y osteosarcomas en ratones B6C3F1 (NTP). 
* Induce lesiones neoplásicas en hígado, esófago y nariz de ratas y ratones 
(NTP). 
En azul para estudios en concordancia con nuestros resultados.  
Y en rojo para estudios en discordancia con nuestros resultados. 
 
Salvo el caso llamativo de Quercitina y Limoneno, donde se constatan los problemas de 
traslación, entre mamíferos, e incluso entre sexos de la misma especie, las causas 
fundamentales de las discordancias halladas se pueden imputar a obtenciones de muestra 
diferentes (como el caso extremo de utilizar aceites esenciales en vez de extractos acuosos), 
dosis muy diferentes y por último a indicadores biológicos de toxicidad, genotoxicidad, 
antigenotoxicidad y citotoxicidad diferentes, como queda reflejado en la tabla 3.19. 
En este trabajo hemos aportado un nuevo cuerpo de datos sobre su seguridad en el 
uso y el potencial protector y quimiopreventivo de sustancias simples y complejas de origen 
botánico. Teniendo en cuenta nuestros resultados y las concordancias con otros ensayos de  
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Tabla 3.19. Tabla corolario de las plantas Sedantes 
T
. 
c
o
rd
a
ta
 
Toxicidad media 
27 %  
Genotoxicidad 
media 
0.57 no Genotoxicidad 
 
Antigenotoxicidad 
media 
68 % 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 0.34  y 0.65 mg/ml. 
* Extractos. Células de Leucemia de ratón (Goun et al., 2002). 
V
. 
o
ff
ic
in
a
li
s
 
Toxicidad media 
3 %  
* No es tóxica en humanos (Tabach et al., 2009). 
* En enfermos de cáncer para inducir sueño (Barton et al., 2001). 
* Grandes cantidades de infusión, hepatitis aguda (Caldwell et al., 1994). 
Genotoxicidad 
media 
0.55 no Genotoxicidad 
* No es mutagénica en el test de Salmonella. (De Déciga-Campos et al., 
2007). 
* Extractos obtenidos con diclorometano, en líneas endoteliales humanas. 
Roturas en ADN (Hui-lian et al., 2003). 
* Micronúcleos de ratón (Al-Majed et al., 2006). 
Antigenotoxicidad 
media 
70 % 
 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 0.33 y 0.16 mg/ml. 
 
Q
u
e
rc
it
in
a
 
Toxicidad media 
14 %   
* Nefritis en Humanos (Lamsson y Brignall, 2000). 
* Nefropatías en rata (Harwood et al., 2007; Ferry et al., 1996). 
Genotoxicidad 
media 
0.36 no Genotoxicidad 
* No genotóxica en el test del cometa en céls. HepG2 (Ramos et al., 2008; 
Barcelos et al., 2011). 
* Genotóxica en S.M.A.R.T. a elevadas concentraciones 0.05 y 5 mM (Graf 
et al., 1994); y en L-Arabinosa de Salmonella ha sido uno de los flavonoides 
más mutagénicos (Jurado et al., 1991). 
Antigenotoxicidad 
media 
40 % 
*Antigenotóxica frente a oxidantes (Ramos et al., 2008; Barcelos et al., 
2011). 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 0.04 mM  
*Inhibe invasión metástasis, promoción de tumores, efectos 
antiproliferativos y supresores de crecimiento celular (Russo et al., 2012). 
* Antiangiogénica (Teicher et al., 1991). 
* Segura a dosis bajas en ratas F344/N (Harwood et al., 2007). 
* Carcinogénica en riñón de rata macho (Dunnick y Hailey, 1992). 
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L
im
o
n
e
n
o
 
Toxicidad media 
13 %   
* Hemolisis en roedores, con lesiones celulares (Mendanha et al., 2013). 
Genotoxicidad 
media 
0.3 no Genotoxicidad 
* No genotóxico en test Ames TA98, TA100, TA1535, TA1537 o TA1538 de 
Salmonella (Watabe et al., 1980, 1981; Haworth et al, 1983). 
* No genotóxica en SCE, en céls. CHO (Fahrig, 1982). 
* Genotóxico a dosis más altas en S.M.A.R.T. (Fernández-Bedmar et al., 
2011). 
Antigenotoxicidad 
media 
27 % 
* Inhibe la activación metabólica (Morse y Toburen, 1996). 
* Antigenotóxico en el ensayo de reversión D7 de S. cerevisiae, y en las 
estirpes TA100 y TA102 de Salmonella. 
* Antigenotóxico en E. coli K12B (Vuković-Gačić, et al., 2006). 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: 1.2  mM. 
* Quimiopreventivas (Crowell et al., 1992; homburger et al, 2971; 
Maltxman et al., 1989; Wattermberg y Coccia, 1991). 
* Quimioterapéuticas (Elegbede et al., 1986; Haag et al., 1992) 
* Tatman y Mo (2002): 0.18 mM y Fernández-Bedmar et al. (2011): 0.2 
mM.  
* Gástricos y hepáticos (Parija y Das, 2003; Lu et al, 2004) 
* Tumores químicamente inducidos y espontáneos en la glándula mamaria, 
piel, hígado, pulmón, esófago y páncreas de roedores (Chen et al., 1998). 
* Agente pro-apoptótico con propiedades antitumorales prometedoras 
(Rabi y Bishayee, 2009). 
* Tumorigénico en riñón de ratas macho (NTP). 
A
c
. 
V
a
le
ré
n
ic
o
 Toxicidad media 
NO ES TÓXICO  
* Neuroprotector (Zhang et al., 2010; Guan et al., 2011). 
* Antidiabético ratones (Lin et al., 2011). 
Genotoxicidad 
media 
0.505  no Genotoxicidad 
* Células CHO (Yen y Hsieh, 2000).  
Antigenotoxicidad 
media 
12 % 
Inhibición  del 
crecimiento 
tumoral 
CI50: No se alcanza; CI80: 0.22 mM. MODERADA. 
* Citotoxicidad moderada con valores de IC50 entre 100 y 200 µM frente a 
células de cáncer de pulmón y de colon (Bos et al., 19998, a). MODERADA. 
En azul para estudios en concordancia con nuestros resultados.  
Y en rojo para estudios en discordancia con nuestros resultados. 
 
genotoxicidad, antigenotoxicidad y citotoxicidad sugerimos: estudiar nuevos indicadores de 
bioactividad para proponer en un futuro a las sustancias de mejor comportamiento como 
nutracéuticos (U. tomentosa, M. piperita, M. pulegium, T. cordata, Bisabolol y Mentol); 
confirmar nuestros resultados de que Quercitina y Limoneno son quimiopreventivos y no 
tienen actividad carcinogénica realizando nuevos ensayos en modelos humanos; confirmar 
nuestros resultados para Valeriana y Ác. Valerénico mediante otros ensayos; y eliminar la 
Pulegona como posible sustancia saludable. 
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4. Conclusiones 
En este trabajo hemos aportado un nuevo cuerpo de datos de sustancias simples y 
complejas de origen botánico sobre su seguridad en el uso (toxicidad, genotoxicidad) y sobre 
su potencial protector (antigenotoxicidad) y quimiopreventivo (inhibición del crecimiento 
tumoral). Para ello hemos utilizado un sistema in vivo de D. melanogaster  y un sistema in 
vitro de línea celular leucémica humana. 
1. Todas las plantas y moléculas ensayadas han resultado tóxicas para D. melanogaster, 
aunque a distintas intensidades, que son en orden creciente: V. officinalis, Ác. Valerénico, 
Bisabolol, Limoneno, Quercitina, DHBA, Mentol, T. cordata, Pulegona, M. chamomilla, 
Apigenina, U.  tomentosa, M.  pulegium  y M. piperita. Destacamos, en general, las plantas 
sedantes Tila y Valeriana, así como sus componentes estudiados los menos tóxicos y las 
digestivas mentas las más tóxicas. 
2. Ninguna planta ni molécula estudiada ha resultado genotóxica en el ensayo de Mutaciones 
y Recombinaciones Somáticas de D. melanogaster, por lo que todas son seguras. Aunque 
algunas sustancias muestran tasas de inducción de clones altas  como U. tomentosa y M. 
chamomilla, las de otras están incluso por debajo del control negativo como el Bisabolol y la 
Apigenina. 
3. Todas las plantas y moléculas, excepto la Pulegona,  han mostrado actividad protectora del 
genoma frente a la inducción de mutaciones provocada por el Peróxido de Hidrógeno. Las más 
potentes son las infusiones de las plantas, ejerciendo las moléculas individuales inhibiciones 
medias o bajas. Este fenómeno sugiere la existencia de interacciones epigenéticas que pueden 
darse entre elementos endógenos altamente oxidantes (Peróxido de Hidrógeno) y elementos 
altamente antioxidantes (fenoles) actuando conjuntamente en la planta. 
4. Todas las plantas y moléculas han sido capaces de inhibir el crecimiento de la línea celular 
promielocítica humana HL-60, aunque el Ác. Valerénico sólo alcanza a inhibir el 20%. Tila, 
Valeriana y U. tomentosa son las plantas menos potentes, siendo las más citotóxicas las 
Mentas y la Manzanilla. Los fenoles más eficaces frente a las células de leucemia son 
Apigenina, Quercitina, DHBA y Bisabolol. 
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5. Teniendo en cuenta nuestros resultados y las concordancias con otros ensayos de 
genotoxicidad, antigenotoxicidad y citotoxicidad proponemos seguir estudiando nuevos 
indicadores de bioactividad para proponer en un futuro a las sustancias de mejor 
comportamiento como nutracéuticos: U. tomentosa, M. piperita, M. pulegium, T. cordata, 
Bisabolol y Mentol. Así mismo, confirmar nuestros resultados que Quercitina y Limoneno no 
tienen actividad carcinogénica en humanos realizando nuevos ensayos y confirmar nuestros 
resultados para Valeriana y Ác. Valerénico mediante otros ensayos; eliminar la Pulegona como 
posible sustancia saludable. 
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